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tenellus, S. illyricus i S. zrmanjae) i S. cephalus grupu (S. squalus), zahvaljujući davnom 
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specijacija, ĉemu je doprinijela i prirodna hibridizacija. Ovim istraživanjem nije potvrĊeno 
postojanje istarske vrste S. janae, te se predlaže da se taj naziv koristi kao mlaĊi sinonim vrste 
S. squalus. Manja zabilježena unutarvrsna genska raznolikost u dalmatinskoj regiji objašnjava 
se povećanom osjetljivosti klenova na antropogene utjecaje.   
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Background: Genus Squalius (Leuciscidae, Cypriniformes) inhabits european and asian 
freshwater bodies, with particularly high diversity in Mediterranean area. The taxonomic 
status of many populations is still matter of debate. This paper constitute first attempt at 
deciphering mitochondrial and nuclear relationships of Adriatic Squalius species.   
Aim: The aim of this investigation was to resolve taxonomic uncertainties of the Adriatic 
chubs from Croatia and Bosnia and Herzegovina and to determine distribution of species, 
population's connection, status and genetic diversity for future conservation purposes. Also, to 
test biogeographical hypotheses that could have determined the current distribution of 
Adraitic Squalius species.   
Methods: In order to reveal phylogeographic and population genetic structure of the genus 
Squalius in the Adriatic watershed, samples from 19 localities in Croatia and Bosnia and 
Herezegovina were obtained. The isolation of DNA, gel electrophoresis, PCR and sequencing 
of DNA from frozen fin tissue. Selective neutrality of mutations and recombinations was 
tested by statistical tests D* and F*, Tajima test and recombination test. Haplotype variants of 
nuclear genes in heterozygous individuals were resolved using a Bayesian statistical method 
with 1000 iterations. Phylogenetic resconstruction was based on mitochondrial and nuclear 
genetic markers (cytochrome b, rhodopsin, recombination activating gene 1 and first intron of 
ribosomal protein S7). The complete mitochondrial cytochrome b (total of 1140 bp) from 166 
sequences belonging to the Squalius species was obtain from Adriatic rivers, Europe and 
Asia. For the nuclear phylogenetic analysis, a subsets of 158 rhod sequences (782 pb), 136 
rag1 sequences (1443 pb) and 47 S7 sequences (726 pb) was selected. Phylogenetic 
reconstruction was constructed using maximum parsimony (MP), maximum likelihood (ML)  
and Bayes (BAY) methods. For MP and ML analyses a heuristic search mode with 100 
replicates and tree bisection-reconnection (TBR) branch swapping algorithm was used. 
Phylogenetic relationships among populations from Istria, Dalmatia and Herzegovina were 
investigated by a statistical parsimony and median joining methods.  Divergence times 
estimation was conducted using the Bayesian MCMC coalescent method only on cyt b 
sequences (strict molecular clock model).   
Results: Neutrality tests suggested no evidence of selection, while recombination test showed 
no traces of recombination for all investigated genes. The results revealed high diversity of 
chubs in the investigated area. All genetic markers revealed the existence of two independent, 
genetically distinct evolutionary groups: The first one, Mediterranean group, comprising 
species S. svallize, S. microlepis, S. tenellus, S. illyricus and S. zrmanjae, whereas the second 
group corresponds with S. squalus. All Istrian samples clustered inside S. squalus lineage. 
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well as in the Ravno karstic field. Separation of two main phylogenetic groups occured in late 
oligocene-early miocene, while diversification of Adriatic Squalius species is of younger 
origin. Genetic distinctiveness of species belonging to different groups is very high, due to an 
old age of their divergence.  
Conclusions: The paraphyletic origin of Adriatic chubs imply multiple colonization events of 
chubs on Adriatic area. The main divergence force for Adriatic Squalius species was 
allopatric speciation together with the phenomenon of recorded ongoing and past natural 
hybridization events. This investigation did not confirm the existence of the S. janae species. 
It has been recommended that name of S. janae can be used as a junior synonim for S. squalus 
species. Surprisingly, no high genetic diversity was recorded for any of the investigated 
species which is alarming, and it should be taken into account while considering 
conservational plans. Smaller genetic diversity than expected is noticed in chubs from 
Dalmation area and explained by higher sensitivity on anthropogenic influences and pollution. 
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1. UVOD 
1.1. Raznolikost i sistematika klenova 
Vrste roda Squalius taksonomski pripadaju potporodici Leuciscinae, porodici 
Leuciscidae, podredu Cyprinoidei, redu šaranki (Cypriniformes) i razredu zrakoperki 
(Actinopteri) (Fricke i sur., 2018.) unutar potkoljena kralješnjaka (Vertebrata) i koljena 
svitkovaca (Chordata). Šaranke općenito karakteriziraju vrste sa ţdrijelnim zubima za 
usitnjavanje hrane te s modificiranim sustavom kralješaka koji zajedno s mišićima, 
ligamentima i plivaćim mjehurom ĉine Weberov aparat koji povezuje plivaći mjehur i 
unutrašnje uho, omogućavajući na taj naĉin prijenos zvuka, što im je omogućilo vrlo dobro 
snalaţenje i preţivljavanje, uz veliku raznolikost vrsta (Kottelat i Freyhof, 2007.). Sistematika 
unutar šaranki oduvijek je predmet mnogih rasprava (Cavender i Coburn, 1992., Brito i sur., 
1997., Gilles i sur., 1998., Gilles i sur., 2001., Doadrio i Carmona, 2006., Wang i sur., 2007., 
Tao i sur., 2013.), a po najnovijim filogenetiĉkim analizama status potporodice Leuciscinae 
uzdignut je do statusa porodice Leuciscidae (Bufalino i Mayden, 2010a. i b., Mayden i Chen, 
2010., Stout i sur., 2016., Schönhuth i sur., 2018.). Budući da noviji radovi upućuju na 
porodiĉno stanje skupine Leuciscidae, ovaj rad vodit će se tom klasifikacijom. Opće su 
znaĉajke porodice Leuciscidae odsudstvo brkova, kratka leĊna peraja s nenazubljenom, 
nerazgranatom zadnjom šipĉicom i ţdrijelni zubi u jednom ili dva reda. S 35 poznatih rodova 
i preko 180 opisanih vrsta koje naseljavaju cijelu palearktiĉku regiju (sjeverni dio Azije, 
Afrike, Europa i Sjeverna Amerika), potporodica Leuciscinae predstavlja jednu od 
najraširenijih u Europi, s najvećom zastupljenosti u Europi i na Srednjem istoku (Freyhof i 
sur., 2005.). S obzirom na veliku raznolikost potporodica predstavlja i odliĉan model za 
istraţivanje biogeografske prošlosti sredozemnog podruĉja (Perea i sur., 2010.). Unutar 
potporodice sistematika i razumijevanje evolucijske prošlosti oteţani su zbog velike brojnosti 
i raznolikosti leuciscina. Postojeća taksonomija ĉesto se ne slaţe s morfološkim i 
molekularnim podacima, što zahtijeva nova istraţivanja (Kottelat i Freyhof, 2007.). Neki su 
europski klenovi donedavno ubrajani u rod Leuciscus, no morfološkim i genetiĉkim 
analizama utvrĊeno je da se radi o genski odvojenoj skupini riba od roda Leuciscus 
(Bogutskaya, 1994., Doadrio i Carmona, 1998.) pa su prema pravilima zoologijske 
nomenklature vraćeni u prvotno opisani rod Squalius.  
Unutar potporodice Leuciscinae rod je Squalius široko rasprostranjen diljem Europe i 
Bliskog istoka s velikom raznolikosti unutar sredozemnog podruĉja (Doadrio i Carmona, 
1998., Zardoya i Doadrio, 1998., Durand i sur., 2000., Doadrio i Carmona, 2003.). U 
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sredozemnoj je regiji velik udio lokaliziranih vrsta na pojedine sljevove (Kottelat i Freyhof, 
2007., Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 2010.), što regiju ĉini „vrućom toĉkom“ bioraznolikosti i time 
posebno zanimljivom za istraţivanja. Do danas je opisano oko 50-ak vrsta klenova roda 
Squalius (Froese i Pauly, 2019.), dok se nove vrste još uvijek otkrivaju i opisuju pa se 
taksonomski i sistematski poloţaj ove skupine još uvijek razmatra. Naime, postoje najmanje 
ĉetiri neopisane i neimenovane vrste na Balkanu (Sanjur i sur., 2003., Doadrio i Carmona, 
2006., Kottelat i Economidis, 2006., Stomboudi i sur., 2006., Doadrio i sur., 2007a., Kottelat i 
Freyhof, 2007., Zupanĉiĉ, 2008.) s potpuno nepoznatim filogenetiĉkim odnosima. Dosad 
priznate vrste roda Squalius prikazane su u Tablici 1. Većina navedenih vrsta Squalius 
analizirana je u velikoj filogenetiĉkoj rekonstrukciji potporodice Leuciscinae (Perea i sur., 
2010., Perea i sur., 2016.), ali s malim brojem uzoraka po vrsti. 
Klenovi roda Squalius su vrlo raznolika skupina u kojoj se mogu naći predstavnici 
malih vrsta veliĉine oko 10 cm (S. svallize Heckel & Kner, 1858) pa sve do vrsta koje narastu 
i više od 60 cm u duţinu (S. squalus Bonaparte, 1837). Naziv roda Squalius dolazi od latinske 
rijeĉi squaleo, što znaĉi „s grubom koţom“. Naime, tijelo klenova je uobiĉajeno prekriveno s 
izraţenim velikim ljuskama, osim kod vrsta S. microlepis Heckel, 1843 i S. tenellus Heckel, 
1843 za koje su karakteristiĉne sitne ljuske. Tijelo klena je vretenasto i lagano boĉno 
spljošteno, s cjelovitom boĉnom prugom. Glava je uska s razmjerno malim i mesnatim, 
završnim ili poludonjim ustima, te ţdrijelnim zubima poloţenim u dva reda. Tamnijih su leĊa, 
dok su bokovi metalnosrebrnkasti, a trbuh je srebrne do bijele boje. Tamne pruge nisu 
izraţene na bokovima, što ih razlikuje od vrsta roda Telestes. Osim toga, karakterizira ih 8-
11½ razgranatih šipĉica analne peraje i 7-9½ razgranatih šipĉica leĊne peraje (Kottelat i 
Freyhof, 2007.).  
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Tablica 1. Popis trenutno priznatih vrsta roda Squalius (Froese i Pauly, 2019.) 
 
Vrsta Drţava  Literatura 
S. adanaensis Turan, Kottelat & Doğan, 2013 Turska Turan i sur., 2013. 
S. alburnoides Steindachner, 1866 Portugal, Španjolska Collares-Pereira i Coelho, 2010. 
S. albus Bonaparte, 1838 Italija Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. anatolicus Bogutskaya, 1997 Turska Fricke i sur., 2007. 
S. aphipsi Aleksandrov, 1927* Rusija Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. aradensis Coelho, Bogutskaya, Rodrigues 
& Collares-Pereira,1998 
Portugal Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. aristotelis Özuluğ & Freyhof, 2011 BiH, Turska Özuluğ i Freyhof, 2011. 
S. berak Heckel, 1843 Sirija Turan i sur., 2013. 
S. cappadocicus Özuluğ & Freyhof, 2011 Turska Özuluğ i Freyhof, 2011. 
S. carinus Özuluğ & Freyhof, 2011 Turska Özuluğ i Freyhof, 2011. 
S. carolitertii Doadrio, 1988 Portugal, Španjolska Carmona i Doadrio, 2000. 
S. castellanus Doadrio, Perea & Alonso, 2007 Španjolska Doadrio i sur., 2007b. 
S. cephaloides Battalgil, 1942 Turska Özuluğ i Freyhof, 2011. 
S. cephalus Linnaeus, 1758 Armenija, Azerbajdţan, Finska, Francuska, Gruzija, 
Hrvatska, Iran, Rusija, Švedska, Turkmenistan, Turska, 
Velika Britanija 
Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. cii Richardson, 1857 Turska Stoumboudi i sur., 2006. 
S. fellowesii Günther, 1868 Turska Turan i sur., 2013. 
S. ghigii Gianferrari, 1927 Grĉka Bogutskaya, 1996. 
S. illyricus Heckel & Kner, 1858 Hrvatska Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. janae Bogutskaya & Zupanĉiĉ, 2010 Hrvatska Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 2010. 
S. keadicus Stephanidis, 1971 Grĉka Economidis, 1996. 
S. kosswigi Karaman, 1972 Turska Turan i sur., 2009. 
S. kottelati Turan, Yilmaz & Kaya, 2009 Sirija, Turska Turan i sur., 2009. 
S. laietanus Doadrio, Kottelat & de Sostoa, 
2007 
Andora, Francuska, Španjolska Doadrio i sur., 2007a. 
S. lepidus Heckel, 1843 Turska Bogutskaya, 1994. 
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Tablica 1. - nastavak 
 
S. lucumonis Bianco, 1983 Italija Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. malacitanus Doadrio & Carmona, 2006 Španjolska Doadrio i Carmona, 2006. 
S. microlepis Heckel, 1843 BiH, Hrvatska Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. moreoticus Stephanidis, 1971 Grĉka Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. orientalis Heckel, 1847** Turska Turan i sur., 2009. 
S. orpheus Kottelat & Economidis, 2006 Bugarska, Grĉka, Makedonija, Srbija, Turska  Kottelat i Economidis, 2006. 
S. pamvoticus Stephanidis, 1939 Albanija, Grĉka Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. peloponensis Valenciennes, 1844 Grĉka Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. platyceps Zupanĉiĉ, Marić, Naseka & 
Bogutskaya, 2010 
Albanija, Crna Gora, Makedonija Zupanĉiĉ i sur., 2010b. 
S. prespensis Fowler, 1977 Albanija, Grĉka, Makedonija Doadrio i Carmona, 2006. 
S. pursakensis Hankó, 1925 Turska Turan i sur., 2013. 
S. pyrenaicus Günther, 1868 Portugal, Španjolska Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. recurvirostris Özuluğ & Freyhof, 2011 Turska Özuluğ i Freyhof, 2011. 
S. seyhanensis Turan, Kottelat & Doğan,  
2013 
Turska Turan i sur., 2013. 
S. spurius Heckel, 1843 Sirija, Turska Bogutskaya, 1997. 
S. squaliusculus Kessler, 1872 Kazahstan, Kirgistan, Uzbekistan Doadrio i Carmona, 2006. 
S. squalus Bonaparte, 1837 BiH, Hrvatska, Italija, Slovenija, Švicarska Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. svallize Heckel & Kner, 1858 BiH, Hrvatska Crivelli, 1996. 
S. tenellus Heckel, 1843 BiH, Hrvatska Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. torgalensis Coelho, Bogutskaya, 
Rodrigues & Collares-Pereira, 1998 
Portugal Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. turcicus De Filippi, 1865 Turska Doadrio i Carmona, 2006. 
S. ulanus Günther, 1899 Iran Doadrio i Carmona, 2006. 
S. valentinus Doadrio & Carmona 2006 Španjolska Doadrio i Carmona, 2006. 
S. vardarensis Karaman, 1928 Albanija, Bugarska, Grĉka, Makedonija, Srbija Kottelat i Freyhof, 2007. 
S. zrmanjae Karaman, 1928 Hrvatska Kottelat i Freyhof, 2007. 
* - došlo je do promjene roda u Petroleuciscus (Perea i sur., 2010.); ** - potrebno je preimenovanje vrste
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Rijeke jadranskog slijeva Hrvatske i Bosne i Hercegovine (BiH) imaju izuzetno 
bogatu i specifiĉnu ihtiofaunu zahvaljujući svom geografskom poloţaju. U jadranskom slijevu 
Hrvatske po recentnoj taksonomiji obitava sedam vrsta klenova: ilirski klen (S. illyricus), 
istarski klen (S. janae), makal (S. microlepis), sitnoljuskavi klen (S. tenellus), svalić (S. 
svallize), bijeli ili primorski klen (S. squalus) i zrmanjski klen (S. zrmanjae). Osim velike 
bioraznolikosti rijeke jadranskog slijeva odlikuje i visok stupanj endemizma. Jedan od glavnih 
razloga velikog broja endema jest ĉinjenica da ova podruĉja nisu bila pod znaĉajnim 
glacijacijskim utjecajima te su sluţila kao refugijska utoĉišta. Uz planine, podzemne špilje i 
otoke, krške rijeke jadranskog slijeva predstavljaju glavne centre endemske flore i faune 
(Radović, 1999.). Od sedam spomenutih vrsta klenova, šest je endema jadranskog slijeva koji 
većinom naseljavaju krške vodotokove juţnog dijela Dalmacije i Hercegovine. Osim 
primorskog klena, sve su navedene vrste klenova endemi jadranskog slijeva. Dodatno, istarski 
klen predstavlja i stenoendem Istre, dok je zrmanjski klen endem Hrvatske (Ćaleta i sur., 
2015.). Vrste klenova jadranskog slijeva zajedno s geografskim rasprostranjenjem prikazane 
su u Tablici 2. 
 
Tablica 2. Rasprostranjenost vrsta klenova u slatkim vodama jadranskog slijeva Hrvatske i 
Hercegovine (prema literaturnim podacima)  
 
Latinski naziv Hrvatski 
naziv 
Rasprostranjenost u Hrvatskoj i BiH 
S. illyricus  
Heckel & Kner, 
1858 
Ilirski klen Cetina, gornji i srednji tok Krke (Ćaleta i sur., 2015.) 
S. janae  
Bogutskaya & 
Zupanĉiĉ, 2010 
Istarski klen Slijev rijeke Dragonje (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 
2010.), Boljunšćica, Pazinĉica (Zupanĉiĉ i sur., 
2010a.) 
S. microlepis 
Heckel, 1843 
Makal Riĉica (Kottelat i Freyhof, 2007.), Neretva, Matica, 
Baćinska jezera i Prološko blato kod Imotskog 
(Ćaleta i sur., 2015.)  
S. squalus 
Bonaparte, 1837 
Primorski klen, 
bijeli klen 
Neretva (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 1999.), sve istarske 
rijeke (Kottelat i Freyhof, 2007.), Krka (Freyhof, 
2013.) 
S. svallize  
Heckel & Kner, 
1858 
Svalić, strugaĉ, 
sval 
Ljuta (Kottelat i Freyhof, 2007.), donji dio toka 
Neretve, rijeka Matica, jezera u blizini Vrgorca i 
Baćinska jezera. U BiH: Rama, Buna, Trebišnjica i 
Hutovo blato (Ćaleta i sur., 2015.) 
S. tenellus  
Heckel, 1843 
Sitnoljuskavi 
klen 
U Hrvatskoj: gornji dijelovi rijeka Cetine i Rude. 
Krški vodotoci Livanjskog polja te Buško blato i 
Mandeĉko jezero u BiH (Ćaleta i sur., 2015.). 
S. zrmanjae 
Karaman, 1928 
Zrmanjski klen Zrmanja, Krka, Riĉica (Ćaleta i sur., 2015.). 
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Istarski klen, S. janae, ţivi u slijevu rijeke Dragonje u Sloveniji i Hrvatskoj (Dragonja, 
Pazinĉica, Boljunšćica; Zupanĉiĉ i sur., 2010a., Freyhof, 2011a.). Jedinke narastu i do 35 cm 
duţine (Ćaleta i sur., 2015.). Karakterizira ih izduţena glava, veliĉine oko 30% standardne 
duţine tijela s velikim okom promjera 19-25% duţine glave. Njuška je zašiljena i koniĉna te 
natkriva pomalo poludonja usta s dugim i ravnim usnim otvorom. Na tijelu se moţe zamijetiti 
nepovezanost izmeĊu leĊnog profila glave i tijela. Tijelo im je obojano svijetlosrebrnkastom 
bojom, dok su prsna, trbušna, podrepna peraja i šarenica ţućkasto osjenĉani. Na ljuskama 
boĉne pruge nazire se nekoliko crnih toĉaka te je prisutna crna pigmentacija na dţepovima 
ljusaka, što stvara izgled crnih okomito posloţenih toĉaka (Slika 1). Uobiĉajeno imaju 44-47 
ljusaka u boĉnoj pruzi i 9½ razgranatih šipĉica u analnoj peraji, te ukupno 44 kralješka 
(Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 2010.). Vrsta nastanjuje male rijeke i potoke koji ĉesto presušuju 
ljeti, za vrijeme kojeg preţivljava u bazenima (Zupanĉiĉ i sur., 2010a.). Odrasle jedinke sa 
zrelim gonadama pronaĊene su u svibnju i ranom srpnju, a jedinke koje su se već izmrijestile 
pronaĊene su u kasnom srpnju. Prehrana im se sastoji od algi, biljnog materijala i detritusa 
(Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 2010.). 
 
 
 
Slika 1. Istarski klen, S. janae (Foto: Perica Mustafić) 
 
Squalius squalus, poznat kao bijeli ili primorski klen, autohton je za podruĉje 
jugoistoĉne Europe, a obitava na podruĉju Švicarske, Italije (Po), Slovenije (Osapska reka, 
Riţana, slijev Soĉe), Hrvatske (Mirna) i BiH (Zupanĉiĉ i sur., 2010a., Freyhof, 2011b.). Vrsta 
je pripadala rodu Leuciscus, ali je preimenovana u rod Squalus (Kottelat i Freyhof, 2007.). 
Podruĉje rasprostranjenosti ograniĉeno je preteţno na slijev Ligurskog, Tirenskog i Jonskog 
mora (od Genove do najjuţnijih talijanskih predjela), te na jadranski slijev od rijeke Ofanto u 
juţnoj Italiji do rijeke Krke (Kottelat i Freyhof, 2007., Freyhof, 2011b.). U odnosu na S. 
janae, jedinke primorskog klena imaju kraću glavu, okrugliju njušku te kraći usni otvor 
horizontalnog poloţaja, uz još neke morfometrijske razlike. Mogu narasti i do 60 cm duţine. 
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Duţina glave iznosi 26-29% standardne duţine tijela (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 2010., 
Zupanĉiĉ i sur., 2010a.). U boĉnoj pruzi nalazi se 40-45 (+2-3) ljuski (Kottelat i Freyhof, 
2007.). Posteriorni dio podrepne peraje izboĉen je ili ravan, a sadrţi 8-10½ šipĉica. LeĊna 
peraja sadrţi 8½ šipĉica (Kottelat i Freyhof, 2007.). Tijelo je tamnije boje sa smeĊim i 
bronĉanim tonovima. Podrepna, prsna i trbušna peraja takoĊer su tamnije boje, a mogu se 
uoĉiti i crveni ili naranĉasti tonovi. U boĉnoj se pruzi nalaze ljuske s crnim pigmentom 
rasporeĊenim po rubovima ĉineći uobiĉajeni mreţasti uzorak (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 2010., 
Zupanĉiĉ i sur., 2010a.). Ĉest je stanovnik manjih rijeka i plitkih dijelova potoka s brzim 
protokom vode, uz mogućnost preţivljavanja sušnih razdoblja prilikom kojih se njihovo 
stanište ograniĉi na vrlo plitka podruĉja. Liĉinke i juvenilne jedinke pojavljuju se u 
skupinama uz obalu u vrlo plitkim staništima, dok su odrasle jedinke više solitarne naravi. 
Primorski se klen mrijesti na plitkim dijelovima potoka s brzim protokom vode ili uz obalu 
sporo tekućih nizinskih rijeka, kao i u manjim planinskim potocima, u razdoblju od travnja do 
srpnja kada temperatura vode poraste iznad 14°C (Freyhof, 2011b.). Ţenke se poĉinju 
razmnoţavati izmeĊu 3. i 5. godine, te se mrijeste u više navrata tijekom sezone kada se jedna 
ţenka mrijesti s više razliĉitih muţjaka. Muţjaci ranije poĉinju s reprodukcijom (od 1. do 3. 
godine), kada se okupljaju na podruĉjima mrijesta prateći zrele ţenke prema plićim 
podruĉjima uz ţivahno i izrazito prskanje. Ţenke ostavljaju svoja ljepljiva jaja u iskopinama u 
šljunku, nakon ĉega ih oplode muţjaci u pratnji. Prehrana im se sastoji od raznolikih vodenih i 
kopnenih ţivotinja te od biljnog materijala, dok se odrasle jedinke najviše prehranjuju drugim 
ribama (Kottelat i Freyhof, 2007.). Mogu ţivjeti i do 15 godina (Freyhof, 2011b.). Ova se 
vrsta konzumira te se lovi u svrhu sportskog ribolova, ali joj je status ugroţenosti najmanje 
zabrinjavajuć (Slika 2) (Freyhof, 2011b.). 
 
 
 
Slika 2. Primorski klen, S. squalus (Foto: preuzeto iz Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 2010.) 
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Svalić ili S. svallize donedavno je pripadao rodu Leuciscus, no nakon ustanovljenih 
molekularnih razlika na cyt b genu vrsta je vraćena u prvotno opisani rod Squalius (Zardoya i 
Doadrio, 1999., Sanjur i sur., 2003., Doadrio i Carmona, 2006.). Jedinke ove vrste nastanjuju 
krške rijeke, a autohtone su za jezera pokraj Vrgorca i šire podruĉje slijeva Neretve (Ćaleta i 
sur., 2015.). Rasprostranjen je u Hrvatskoj, BiH i Albaniji, meĊutim areal vrste nije potpuno 
utvrĊen, a postoje i taksonomske dvojbe. U BiH zabiljeţen je u Neretvi sve do Jablaniĉkog 
jezera, te u njezinim pritocima Rami, Buni, Trebišnjici, u Bileĉkom jezeru, Hutovom blatu te 
u ponornicama Ravnog polja (Ćaleta i sur., 2015.), dok je u Hrvatskoj zabiljeţen i u rijeci 
Ljuti (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 2010.). Karakterizira ga vitko tijelo duţine do 20 cm pokriveno 
velikim ljuskama (Ćaleta i sur., 2015.), iako su zabiljeţene i veće muške jedinke do 27.7 cm u 
Hutovom blatu (Dulĉić i sur., 2009.). Glava je uska, s uskim i zaobljenim ĉelom, a oko 
promjera 19-23% duţine glave. Usta su poludonja, mala i nakošena, te gornja usna prekriva 
donju. LeĊa su tamnosive boje, boĉne su strane srebrne, a trbuh bijele boje (Slika 3). U boĉnoj 
pruzi nalazi se 44-51 ljuska s redom crnog pigmenta stvarajući mreţasti uzorak, dok su 
prednje polovice izloţenih polja boĉnih ljuska bez crnih toĉaka. LeĊna peraja sadrţi 8-9½ 
razgranatih šipĉica, dok podrepna peraja sadrţi 9-10½ (uobiĉajeno 10½) razgranatih šipĉica 
(Kottelat i Freyhof, 2007.). Ţivi uglavnom u jatima u brţim krškim tekućicama te se hrani 
malenim vodenim beskralješnjacima i njihovim liĉinkama. Pretpostavlja se da se tijekom 
sušnog dijela godine povlaĉi u podzemlje (Ćaleta i sur., 2015.). Odrasle jedinke nastanjuju 
vode sa sporijim tokom. Bentopelagiĉka je vrsta koja se mrijesti na kamenitoj podlozi u 
tekućoj vodi od travnja do lipnja (Kottelat i Freyhof, 2007.), a odgovara joj temperatura vode 
10-26°C (Baensch i Riehl, 1997.).  
 
 
 
Slika 3. Svalić, S. svallize (Foto: Perica Mustafić) 
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Zrmanjski je klen, S. zrmanjae, endem jadranskog slijeva i hrvatski endem, a 
predstavlja uobiĉajenu vrstu u rijekama Krki i Zrmanji. Unesen je i u Riĉicu prepumpavanjem 
vode iz Zrmanje radi potreba reverzibilne hidroelektrane Velebit (Ćaleta i sur., 2015.). Vrsta 
je takoĊer pripadala rodu Leuciscus, ali je preimenovana u rod Squalius zbog ustanovljenih 
razlika (Zardoya i Doadrio, 1999., Bogutskaya, 2002., Sanjur i sur., 2003.). Produţenog je i 
boĉno spljoštenog tijela duţine do 28 cm (Ćaleta i sur., 2015.). LeĊni je profil pomalo 
zaokruţen. Gornji je profil glave izboĉen, a glava je uska s izduţenom njuškom i kraćom 
donjom ĉeljusti s poludonjim ustima. Oko je promjera 24-28% duţine glave, nešto manje od 
duţine njuške. Karakteristiĉno je odsudstvo pete infraorbitalne kosti ili je vrlo malena ukoliko 
postoji. LeĊne i podrepne peraje blago su izboĉenih ili ravnih rubova (Slika 4). LeĊna peraja 
obiĉno sadrţi 8½ dok analna peraja sadrţi 9½ razgranatih šipĉica. Na boĉnoj pruzi nalazi se 
44-49 ljusaka. Tijelo je srebrnkaste boje, sa svjetlijim trbuhom i tamnijim leĊima. Ljuske 
iznad boĉne pruge odlikuju dţepovi s istaknutim crnim trokutastim poljem bez pigmenata na 
slobodnim rubovima (Kottelat i Freyhof, 2007.). Zrmanjski je klen reofilna vrsta koja ţivi u 
krškim tekućicama i njihovim ujezerenim dijelovima. Kao mlade jedinke ţive u jatu, a kad 
odrastu ţive solitarno. Hrane se algama, zoobentosom, planktonom, liĉinkama vodenih 
kukaca i sitnim ribama (Mrakovĉić i sur., 2006.).  
 
 
 
Slika 4. Zrmanjski klen, S. zrmanjae (Foto: Perica Mustafić) 
 
Squalius illyricus, odnosno ilirski klen je endem jadranskog slijeva koji ţivi u slijevu 
Cetine (akumulacije Peruĉa i Pranĉevići, rijeka Ruda) te gornjim i srednjim dijelovima rijeke 
Krke, ukljuĉujući Šareno jezero pokraj Knina, Brljansko jezero i Visovaĉko jezero. Ime 
ilirskog klena dolazi od zemlje Ilirije koju su u prošlosti naseljavala ilirska plemena. Ova je 
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vrsta takoĊer nekad pripadala rodu Leuciscus, ali je preimenovana u prvotno opisan rod 
(Kottelat i Freyhof, 2007.). Ilirski je klen prvi put opisan u rijeci Soĉi u Sloveniji i Italiji 
(Heckel i Kner, 1858.), ali je toĉnost tih podataka upitna s obzirom na to da je zadnji nalaz bio 
pred 150 godina (Kottelat i Freyhof, 2007.). Vrsta je u prošlosti zabiljeţena i na podruĉju 
Albanije (Crivelli, 1996.). Trenutna je distribucija ograniĉena na sljevove rijeke Cetine i 
Krke. Tijelo mu je vretenastog oblika duljine do 40 cm (Ćaleta i sur., 2015.). Glava je uska s 
tupom njuškom, kraćom donjom ĉeljusti i poludonjim, razmjerno malim i mesnatim usnama.  
Promjer oka je 18-34% HL u manjih jedinki (duţina tijela: 9-15 cm), a 16-18% u većih 
jedinki (iznad 25 cm duţine tijela). U boĉnoj pruzi nalazi se 46-54 ljuske sa širokim crnim 
mrljama na dţepovima uz vidljivu pigmentaciju na slobodnim rubovima (nejasno kod mladih 
jedinki). Zaobljene prsne peraje okrenute su unatrag. LeĊna peraja sadrţi 8½ razgranatih 
šipĉica, dok je podrepna peraja sa 8-9½ razgranatih šipĉica. Peraje su ţute do crne boje 
(Kottelat i Freyhof, 2007.). LeĊa su tamnije boje, trbuh je srebrnobijele, a boĉne su strane 
metalnosrebrne boje (Slika 5). Bentopelagiĉka je vrsta koja ţivi u ĉistim i brzim krškim 
rijekama te jezerima temperature vode 5-25°C (Baensch i Riehl, 1997.). Ilirski se klen hrani 
raznim biljnim i ţivotinjskim vrstama, a mrijesti se od poĉetka svibnja sve do kraja lipnja 
(Mrakovĉić i sur., 2006.).  
 
 
 
Slika 5. Ilirski klen, S. illyricus (Foto: Perica Mustafić) 
 
Ime vrste S. tenellus potjeĉe od latinskog tenerum što znaĉi elegantan, njeţan, a u 
Hrvatskoj se zbog svojih sitnih ljusaka naziva sitnoljuskavim klenom, te predstavlja endem 
jadranskog slijeva (Slika 6). Duljina tijela mu doseţe i do 40 cm (Ćaleta i sur., 2015.). Od 
12 
 
drugih se klenova razlikuje po najvećem broju ljusaka u boĉnoj pruzi (76-85) te završnim 
ustima. Sitnoljuskavi klen naseljava spore tekućice i jezera, te ulazi u podzemne vode tijekom 
zime ili suše (Kottelat i Freyhof, 2007.). Rasprostranjen je na podruĉju gornjih dijelova rijeka 
Cetine i Rude, te krških vodotoka Livanjskog polja, Buškog blata i Mandeĉkog jezera u BiH. 
Nije posve sigurno je li obitavao u Cetini i Rudi ranije ili je unesen iz Buškog blata kroz 
cjevovod hidroelektrane (HE) Orlovac (Ćaleta i sur., 2015.). Mrijesti se od travnja do lipnja. 
Bentopelagiĉka je vrsta. U jezerima se odrasle jedinke hrane drugim ribama (Freyhof i 
Kottelat, 2008.).   
 
 
 
Slika 6. Sitnoljuskavi klen, S. tenellus (Foto: Preuzeto iz Kottelat i Freyhof, 2007.) 
 
Makal ili S. microlepis (Slika 7) naseljava jezero Proloţac kod Imotskog, sljevna 
podruĉja rijeke Matice i Neretve te Baćinska jezera (Ćaleta i sur., 2015.). Vrsta je prethodno 
bila uvrštena u rod Leuciscus. Tijelo je vretenasto duljine 20-25 cm, iako moţe narasti i do 30 
cm (Ćaleta i sur., 2015.), dok je maksimalna prijavljena veliĉina 34 cm (Kottelat i Freyhof, 
2007.). Karakteriziraju ga sitne ljuske po kojima je vrsta dobila i ime (lat. micro - sitan i lepis 
- ljuska) i slabo uoĉljiva tamna pruga na boĉnoj strani tijela. Usta su završna. Boĉna pruga 
sadrţi 67-75 ljusaka. LeĊa su tamnosiva, boĉne su strane metalnosrebrne, dok je trbuh bijele 
boje. Peraje su svijetloţute boje s 8½ razgranatih šipĉica u leĊnoj i podrepnoj peraji (Kottelat i 
Freyhof, 2007.). Jedinke makala ţive u sporim vodotokovima i ĉistim jezerima na podruĉju 
slijeva rijeke Neretve. Bentopelagiĉka je vrsta, a prehranjuje se malim vodenim 
beskralješnjacima, dok se odrasle jedinke hrane malim ribama (Mrakovĉić i sur., 2006.).  
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Slika 7. Makal, S. microlepis (Foto: Perica Mustafić) 
 
IzmeĊu jadranskih vrsta mala je varijabilnost u glavnim meristiĉkim osobinama koje 
se većinom koriste u taksonomskim istraţivanjima, kao što su broj šipĉica u perajama, broj 
ljusaka, broj škrţnih šipĉica i broj kralješaka, što oteţava toĉnu procjenu stvarne raznolikosti 
ovog roda na osnovi morfologije. Unatoĉ brojnim istraţivanjima, taksonomski status i 
filogenetiĉki odnosi klenova još su uvijek nerazjašnjeni, a vrste poput S. tenellus, S. svallize i 
S. janae upitnog su taksonomskog statusa te su filogenetiĉki odnosi s obzirom na te vrste 
gotovo potpuno nepoznati (Doadrio i Carmona, 2006., Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 2010., Ćaleta i 
sur., 2015.).  
 
1.2. Razvoj filogenije  
Filogenija je znanstvena disciplina u kojoj se prouĉavaju srodstveni odnosi vrsta od 
pojave zajedniĉkog pretka do danas, temeljem usporedbe sliĉnosti istraţivanih naslijeĊenih 
karakteristika. Pretpostavka je da srodni organizmi ĉesto sliĉe meĊusobno te da dijele 
zajedniĉkoga pretka. MeĊutim, osim što je sveukupna sliĉnost meĊu organizmima rezultat 
naslijeĊa od zajedniĉkog pretka (homologija), ona moţe biti i rezultat sliĉnog naĉina ţivota. 
U tom sluĉaju odreĊeni dijelovi tijela preuzimaju sliĉnu funkciju, što rezultira većom sliĉnosti 
meĊu organizmima koji nisu srodni (analogija ili homoplazija). Jedino su homologne 
osobine informativne u filogenetiĉkim istraţivanjima. Organizmi koji dijele mnoge 
naslijeĊene homologne osobine grupiraju se zajedno u hijerarhijske jedinice uz pristup 
kladistike ili filogenetiĉke sistematike (Edwards i Cavalli-Sforza, 1964.). Klasiĉni naĉin 
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procjene srodstvenih odnosa u svrhu taksonomije temelje se na usporedbi morfoloških 
karakteristika (Linnaeus, 1758.). Te su metode i dalje najzastupljenije meĊu taksonomima. 
MeĊutim, razliĉitost organizama ne odraţava se samo u fenotipskim karakteristikama, već i 
na ultrastrukturnim, biokemijskim i molekularnim razinama. U zadnje se vrijeme sve više 
filogenetiĉkih istraţivanja temelji na molekularnim podacima, kao dodatak morfološkoj 
procjeni (Lipscomb, 1998.).  
Osim toga, analiza genske raznolikosti unutar vrsta vrlo je vaţna za razumijevanje 
evolucijskih procesa na populacijskoj i genskoj razini. Kako bi se dobio uvid u evolucijska 
zbivanja odreĊene populacije, potrebno je znanje i o populacijskoj dinamici i o povijesnim 
evolucijskim dogaĊajima (Excoffier i Heckel, 2006.). Filogeografija je znanstvena disciplina 
koja analizira geografsku rasprostranjenost genskih linija (Avise, 2000.). Obrasci distribucije 
genskih linija nastaju pod djelovanjem evolucijskih sila, poput prirodne selekcije. Trenutne 
metode populacijske genetike mogu dati precizne informacije o demografiji populacije, kao 
što su širenje taksona i pojave migracija (Templeton i sur., 1995.).  
Razvojem tehnologije krajem 80-ih godina prošlog stoljeća omogućen je pristup sve 
većem broju DNA sekvenca, što omogućava razvoj molekularne filogenije (Delsuc i sur., 
2005.). Molekularna filogenija, poznata i kao filogenetika ili molekularna sistematika, 
znanstvena je disciplina koja prouĉava evolucijske odnose gena i drugih bioloških 
makromolekula analizom mutacija (toĉkaste mutacije, insercije, delecije), pod uvjetom da su 
istraţivane sekvence homologne. Mutacije koje se prenose na potomstvo, a koegzistiraju s 
izvornom genskom sekvencom, rezultiraju genskim polimorfizmom (Vandamme, 2009.). 
UsporeĊivanjem sliĉnosti sekvenca (koliĉina identiĉnih nukleotida u odnosu na duţinu 
sekvence) donosi se zakljuĉak o genealogiji gena sve do najbliţeg predaĉkog ili ancestralnog 
gena, s obzirom na to da se izvorni geni još uvijek mogu nalaziti u populaciji. Razlike unutar 
sekvenca utjeĉu na gensku divergenciju kao posljedicu molekularne evolucije tijekom 
vremena. Genska divergencija posljediĉno uzrokuje specijaciju, odnosno stvaranje nove vrste 
(Patwardhan i sur., 2014.). MeĊutim, filogenija zakljuĉena na temelju genskih sekvenca 
iskljuĉivo opisuje evoluciju tog odreĊenog gena. Stoga, evolucija odreĊene sekvence ne mora 
nuţno odgovarati evolucijskom putu istraţivane vrste (Pamilo i Nei, 1988.). Istraţivana 
sekvenca moţe evoluirati puno brţe ili sporije u odnosu na druge gene u genomu ili moţe 
imati drugaĉiju evolucijsku prošlost od ostatka genoma zahvaljujući dogaĊajima poput 
horizontalnog prijenosa gena, hibridizacije, rekombinacije itd. Prema tome, evolucija neke 
vrste rezultat je kombinirane evolucije višestrukih gena u genomu (Xiong, 2006.). Tako, u 
filogenetiĉkom smislu, prema informativnosti, gene razlikujemo na ortologne i paralogne. 
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Ortolozi uzrokuju odvojenu evoluciju zbog specijacije i filogenetiĉki su informativni na razini 
vrste, dok paralozi, kao rezultat duplikacijskih dogaĊaja, otkrivaju evoluciju genske obitelji, a 
ne vrste (Harrison i Langdale, 2006.). Stoga, konstruiranje filogenetiĉkog stabla zahtijeva 
analizu većeg broja gena kako bi se smanjile pogreške u filogenetiĉkoj interpretaciji (Galtier i 
Gouy, 1995.). 
Srodstveni odnosi izmeĊu istraţivanih taksonomskih jedinica prikazuju se 
filogenetiĉkim stablom u obliku razgranatog dijagrama. Na filogenetiĉkom stablu naĉin 
grananja prikazuje razvoj evolucijskih linija vrsta koje nastaju procesom specijacije. Svako 
mjesto grananja, ili unutarnji ĉvor, predstavlja dogaĊaj divergencije dviju vrsta, odnosno 
dogaĊaj specijacije koja potencijalno zapoĉinje novu filogenetiĉku liniju. Na svakom ĉvoru 
prikazan je hipotetski najbliţi zajedniĉki predak od kojeg su potekle sve vrste na granama 
koje izlaze iz ĉvora. Vanjski, završni ĉvorovi prikazuju istraţivane taksonomske jedinice, 
odnosno operacijske taksonomske jedinice (eng. operational taxonomic unit; OTU) u 
filogenetiĉkom smislu, jer zapravo proizlaze iz genskih sekvenca (Nipperess, 2016., Mysara i 
sur., 2017.). Uzorak grananja na stablu predstavlja topologiju stabla, prikazujući razgranate 
hijerarhijske srodstvene odnose meĊu taksonima. Kako bi se prikazao smjer evolucijskog 
procesa, filogenetiĉka se stabla obiĉno ukorjenjuju. U tom sluĉaju korijen prikazuje poloţaj 
posljednjeg zajedniĉkog pretka od kojeg su svi organizmi na stablu evoluirali, a odreĊuje se 
na temelju fosilnih podataka ili, ĉešće, dodavanjem jedne ili više vanjskih grupa (eng. 
outgroup). Vanjska grupa nije dio ispitivanog uzorka, a od ostalih ima najstariju sekvencu te 
je srodstveno najudaljeniji takson u odnosu na sve ostale u tzv. unutarnjoj grupi (eng. 
ingroup) u stablu (Slika 8). Nasuprot tome, neukorijenjena stabla prikazuju relativne odnose 
meĊu organizmima, bez informacija o zajedniĉkom pretku (Lipscomb, 1998., Vandamme, 
2009.).  
Tri su glavna tipa srodstvenih odnosa koja se mogu prepoznati na stablu: monofilija, 
parafilija i polifilija (Hennig, 1966.). U monofiletiĉkoj grupi, svi taksoni dijele jedinstvenog 
zajedniĉkog pretka. Ukoliko taksoni dijele više zajedniĉkih predaka, grupa se naziva 
parafiletiĉkom. Polifiletiĉke skupine nastaju konvergentnom evolucijom, kada zajedniĉka 
karakteristika koja podrţava grupiranje skupine nedostaje u najbliţem zajedniĉkom pretku 
(Kitching i sur., 1998.). 
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Slika 8. Sastavni dijelovi filogenetiĉkog stabla 
  
Dihotomija je tip raĉvanja grana na samo dvije razvojne linije potomaka. Ukoliko iz 
ĉvora izlazi više od dviju grana (multifurkacijski ĉvor), takvo se grananje naziva 
politomijom, što moţe biti rezultat radijacije, istovremenog razvijanja višestrukih 
evolucijskih linija. Pojava politomije moţe upućivati i na nerazriješenu filogeniju u kojoj se 
toĉan redoslijed grananja ne moţe precizno ustanoviti (Xiong, 2006.). Filogenetiĉka stabla 
mogu se prikazivati kao kladogram ili filogram. U kladogramu se sestrinske grupe nalaze na 
istoj udaljenosti od roditeljske vrste, a onaj sestrinski takson koji je zadrţao više 
pleziomorfnih (primitivnih) obiljeţja uvijek je orijentiran lijevo od roditeljskog. Duljine grana 
nisu proporcionalne s brojem evolucijskih promjena i nemaju filogenetiĉko znaĉenje. Za 
razliku od kladograma, filogrami su filogenetiĉka stabla u kojima je duljina grana 
proporcionalna broju evolucijskih promjena i vremenu divergencije filogenetiĉkih linija. 
Jedino filogrami imaju filogenetiĉko znaĉenje. Vrste koje dijele nedavnog zajedniĉkog pretka 
u bliţem su srodstvu od vrsta koje dijele davnijeg pretka (Lipscomb, 1998.).  
Razvojem tehnologije se u svrhu filogenetiĉke rekonstrukcije uz morfološke 
karakteristike sve više koriste molekularne znaĉajke. Molekularni su biljezi specifiĉni 
nukleotidni sljedovi mitohondrijskog (mtDNA) ili jezgrinog (nDNA) genoma (kodirajuće i 
nekodirajuće regije) koji su korisni za otkrivanje filogenetiĉkih odnosa izmeĊu srodnih 
skupina organizama. U svrhu filogenetiĉke rekonstrukcije najĉešće se koriste biljezi mtDNA 
iz više razloga. Lako umnaţajući mtDNA pojavljuje se u višestrukim kopijama u stanici, a 
genski mu je sadrţaj bez introna s vrlo rijetkim pojavama duplikacije ili delecije, dok su 
intergenske nekodirajuće regije vrlo kratke (Wolstenholme, 1992., Meyer, 1993., Gissi i sur., 
2008.). Istovremeno, mtDNA je vrlo varijabilan zbog povećane mutacijske stope u odnosu na 
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nDNA dajući informaciju o populacijskoj prošlosti kroz kraće vremenske periode (Galtier i 
sur., 2009.). Mitohondrijski se DNA nasljeĊuje klonalno po majĉinoj liniji, što znaĉi da se, iz 
perspektive populacijske genetike, ponaša kao jedan jedini nerekombinirajući lokus (Avise, 
1991.). To bi znaĉilo da sva nukleotidna mjesta na mtDNA dijele zajedniĉku genealogiju, 
ĉime se znaĉajno pojednostavljuje prikaz i analiza podataka unutar istraţivanih OTU. Tako se 
povijest mtDNA unutar vrste moţe prikazati jednim stablom koje prikazuje izvore i 
geografska kretanja majĉinskih razvojnih linija (Avise i sur., 1987.). Sve nabrojane 
karakteristike predstavljaju prednost u filogenetiĉkom istraţivanju zbog toga što homologija u 
mitohondrijskim genskim sekvencama najvjerojatnije predstavlja ortologiju - sliĉnost 
stvorenu specijacijom, prije nego paralogiju - sliĉnost stvorenu genskom duplikacijom 
(Kumazawa i sur., 2004.). MeĊutim, populacijska su istraţivanja na ţivotinjskom mtDNA 
pokazala pojave koje upućuju na rekombinacijske dogaĊaje, što ukazuje na potreban oprez 
kod interpretacije genealogija mtDNA unutar vrste (Ladoukakis i Zouros, 2001., Hoarau i 
sur., 2002., Andolfatto i sur., 2003., Gantenbein i sur., 2005., Ciborowski i sur., 2007., Ujvari 
i sur., 2007.).  
U usporedbi s nDNA, mtDNA 5-10 puta brţe akumulira promjene u sekvenci, što 
dovodi do brţeg zasićenja razlika u sekvencama, a to pak oteţava procjenu vremenskog 
okvira u kojem se promjena dogodila (Brown i sur., 1982., Irwin i sur., 1991.). Direktna 
posljedica višestrukih supstitucija moţe se prikazati kao efekt homoplazije (Xiong, 2006.). 
Višestruke supstitucije na istim mjestima oteţavaju preciznost procjene vremena divergencije 
filogenetiĉkih razvojnih linija. U tom sluĉaju u obzir treba uzeti i broj onih supstitucija koje 
su trenutno sakrivene saturacijom, što zahtijeva korištenje odgovarajućeg modela nukleotidne 
evolucije (Arbogast i sur., 2002.). Suprotno od mtDNA, analize jezgrinih gena obuhvaćaju 
informaciju i o patrilinearnom nasljeĊivanju te pokazuju brojne prednosti kod procjene 
vremena divergencije unutar bliskih srodnika zbog višestrukih izvora varijacija (poput 
rekombinacijskih dogaĊaja). MeĊutim, one predstavljaju problem u analizi zbog manje brzine 
nakupljanja mutacija (Arbogast i sur., 2002.). Današnja se istraţivanja temelje na 
kombiniranoj analizi nekoliko jezgrinih (He i sur., 2008.) i mitohondrijskih genskih biljega u 
svrhu razjašnjavanja kompleksnih odnosa unutar istraţivanih taksona, odnosno OTU-a. Geni 
iz jezgre pokazuju puno veću konzistentnost u zadrţavanju istih nukleotida (indeks retencije), 
dok mitohondrijski geni nude više informativnih mjesta za parsimoniju (Perea i sur., 2010.).   
U ovom istraţivanju koristili su se podaci iz sekvenca gena za mitohondrijski citokrom 
b (cyt b), jezgrinih gena za rodopsin (rhod), gena za aktivaciju rekombinacije (rag1, eng. 
recombination activating gene) te prvog introna jezgrinog gena za ribosomalni protein S7 
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(S7). Dosadašnja su istraţivanja pokazala da su stope supstitucija mitohondrijskog cyt b gena 
dovoljno informativne za korištenje u istraţivanju filogenetiĉkih odnosa unutar roda Squalius 
na razini vrste i populacije (Brito i sur., 1997., Durand i sur., 1999., Zardoya i Doadrio, 1999., 
Doadrio i Carmona, 2003., Sanjur i sur., 2003., Doadrio i Carmona 2006., Perea i sur., 2010., 
Buj i sur., 2015a.). Prvi intron jezgrinog gena za ribosomalni protein S7 i rag1 gen već su 
korišteni za filogenetiĉku rekonstrukciju mediteranskih vrsta klenova (Perea i sur., 2010.). 
Analiza gena za rodopsin nedavno se pokazala korisnom u razjašnjavanju taksonomskih 
konflikata donoseći dodatne informacije (Behrens-Chapuis i sur., 2015.). 
Tragovi evolucije u obliku genskih mutacija ostaju na odreĊenim dijelovima genske 
sekvence, što omogućava identifikaciju zajedniĉkog porijekla usporeĊenih sekvenca. Dijelovi 
sekvence koji su vaţni za bitne funkcionalne i strukturne uloge imaju tendenciju oĉuvanja 
putem prirodne selekcije. Ostali dijelovi sekvence koji su manje vaţni za funkciju organizma, 
mnogo brţe nakupljaju mutacije. Za usporedbu sekvenca, nukleotidne pozicije moraju biti 
poravnate. S obzirom da se svaki filogenetiĉki zakljuĉak donosi na temelju višestrukog 
sravnjenja, precizno sravnjivanje sekvenca jedan je od najvaţnijih koraka u pripremi 
filogenetiĉkog procesa. Sravnjivanjem se pronalazi najbolje uparenje dviju analiziranih 
sekvenca s maksimalnim podudaranjem nukleotidnih pozicija.  
 
Odabir evolucijskog modela 
Evolucijski modeli koriste se za opisivanje procesa nastanka genske varijacije kroz 
fiksirane mutacije te ĉine temelj za analizu evolucije na molekularnoj razini. Naĉin na koji su 
se mutacije dogaĊale ne moţe biti sigurno utvrĊen, ali se mogu pretpostaviti odreĊeni modeli 
koji opisuju naĉin na koji je došlo do mutacijskih dogaĊaja. Tako se zna da se zbog steriĉkih 
uvjeta ĉešće dogaĊaju zamjene izmeĊu nukleotidnih baza jednake kemijske prirode 
(tranzicije) nego izmeĊu baza razliĉite kemijske prirode (transverzije) (Kimura, 1980.). Osim 
toga, poznato je da stopa mutacije varira s obzirom na poziciju u sekvenci zbog toga što na 
razliĉite pozicije mogu utjecati razliĉiti evolucijski procesi. Naime, u kodirajućim genskim 
regijama zamjena trećeg kodona najĉešće nema utjecaja na završnu strukturu polipeptidnog 
lanca - istoznaĉne mutacije, pa će se mutacije tu brţe nakupljati u odnosu na prvi i drugi 
kodon, gdje mutacije dovode do promjene aminokiselinskog sastava - neistoznaĉne mutacije 
(Strimmer i von Haeseler, 2009.).  
Pri odabiru evolucijskog modela uzimaju se u obzir razliĉite frekvencije nukleotida 
koje se pojavljuju kao posljedica fizikalno-kemijskih karakteristika nukleotida (Felsenstein, 
1981.). Osim toga koriste se još i parametri poput broja supstitucijskih tipova ili razreda, te 
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varijacija u brzini supstitucije izmeĊu nukleotidnih mjesta (Tavaré, 1986.). Najĉešće korišten 
model je općeniti reverzibilni model (eng. generalised time reversible; GTR), koji 
pretpostavlja razliĉite frekvencije nukleotidnih baza te razliĉite stope mutacija ovisno o vrsti 
nukleotida u zamjeni, dok su drugi samo specifiĉni sluĉajevi tog istog modela (Xiong, 2006.). 
Velik je izazov dobiti pouzdanu procjenu broja supstitucijskih promjena zbog zasićenosti 
odreĊenih pozicija višestrukim supstitucijama, na kojima je nemoguće utvrditi toĉan broj i 
vrstu supstitucija koje su izbrisane novim mutacijama (Arbogast i sur., 2002.).  
S obzirom da se filogenetiĉki zakljuĉak na kraju donosi iz posteriornih vjerojatnosti 
koje se temelje na zajedniĉkim vjerojatnostima stabala izraĉunatih prema modelu nukleotidne 
evolucije, vrlo je vaţno odrediti dobar supstitucijski model koji će uz primijećeni broj 
supstitucija dati precizniju informaciju o brzini molekularne evolucije u odreĊenoj genskoj 
regiji (Arbogast i sur., 2002.). Testiranje najboljih modela u odnosu na empirijske podatke 
istraţivanih sekvenca provodi se testom odnosa vjerojatnosti (eng. likelihood ratio test; LRT) 
ili informacijskih kriterija (Arbogast i sur., 2002.). Informacijskim se kriterijima usporeĊuju 
svi evolucijski modeli meĊusobno, uz dodavanje kaznenih bodova funkcijom broja 
parametara u modelu. Što je veći broj parametara, odnosno što je kompleksniji evolucijski 
model, to su veći kazneni bodovi. Modeli se usporeĊuju na temelju podataka o frekvencijama 
nukleotidnih baza, odnosa tranzicija/transverzija, jednakosti tranzicijskih stopa, postojanja 
nepromjenjivih pozicija i odnosa homogenosti izmeĊu pozicija (Posada, 2009.). Dva su 
uobiĉajena informacijska kriterija - Akaikeov (AIC; Akaike, 1974.) i Bayesov informacijski 
kriterij (BIC; Schwarz, 1974.).   
 
Osnovni principi filogenetičkih metoda 
Prilikom filogenetiĉke rekonstrukcije koristi se više metoda za dobivanje stabla kako 
bi se donio što toĉniji filogenetiĉki zakljuĉak. Metode se razlikuju ovisno o tome koriste li 
diskretna stanja znaĉajki (diskretne metode) ili matrice udaljenosti dobivenih iz razliĉitosti 
sekvenca (metode distance). Kod molekularnih istraţivanja skup diskretnih znaĉajki 
predstavljaju nukleotidne baze u sekvenci (ili aminokiselinski slijed u proteinima). Nezavisno 
se usporeĊuje stanje svake znaĉajke unutar sravnjenih nukleotidnih sekvenca, pri ĉemu se 
broje mutacijski dogaĊaji. Na taj se naĉin izbjegava gubitak informacija dobiven pretvaranjem 
zateĉenih stanja u udaljenosti koje se inaĉe koriste u metodama distance. To oĉuvanje 
informacije znaĉi da se dinamika evolucije moţe prouĉavati kod svake znaĉajke, odnosno 
evolucijske jedinice (nukleotida). Najĉešće korištene diskretne metode jesu metoda najveće 
parsimonije (eng. maximum parsimony; MP), metoda najveće vjerojatnosti (eng. maximum 
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likelihood; ML) te Bayesova metoda (BAY). Za razliku od diskretnih metoda, metode 
distance pretvaraju koliĉinu razlika u stanjima znaĉajki u matrice udaljenosti. Raĉunanje se 
tada vrši na naĉin da je udaljenost izmeĊu dva taksona jednaka zbroju svih duţina grana koje 
ih povezuju. Prava evolucijska udaljenost iz uoĉenih distanca raĉuna se nakon korekcije uz 
pomoć evolucijskog modela (Xiong, 2006.). Stablo se na temelju udaljenosti pravi uz pomoć 
grupirajućih ili optimizirajućih algoritama. Grupirajući algoritmi zapoĉinju stvaranje stabla s 
najsliĉnijim sekvencama. Nasuprot tome, optimizirajući algoritmi usporeĊuju mnogo 
topologija razliĉitih stabala i odabiru onu topologiju koja najbolje odgovara procijenjenim 
udaljenostima u stablu i aktualnim evolucijskim udaljenostima. Pretraţivanje topologija 
stabala odvija se heuristiĉki iz razloga što se jednostavno ne mogu pretraţiti sve moguće 
topologije stabala i zbog brzine pretrage. Zbog toga se najbolje stablo traţi ad hoc pregledom, 
što nije jamstvo da će se najbolje stablo i pronaći. Tehnika se zasniva na poĉetnoj procjeni 
stabla na kojem se vrše male perturbacije izmeĊu grana kako bi se dobila susjedna stabla. Ako 
je jedno od susjednih stabala bolje, onda se ono uzima u obzir za daljnje perturbacije. 
Konaĉno se dolazi do stabla koje se ne moţe više poboljšati te koje predstavlja lokalni 
optimum iz prostora stabala. Pri tome se koriste algoritmi UPGMA (eng. unweighted pair 
group method using arithmetic average) i susjednog zdruţivanja (eng. neighbour joining) 
(Xiong, 2006.). U mnogo su se sluĉajeva diskretne metode pokazale toĉnijima od metoda 
distance, koje se ĉesto koriste samo za izradu pokaznog, inicijalnog stabla, dok se za 
konstrukciju konsenzusnog stabla više koriste diskretne metode (Harrison i Langdale, 2006.).  
Metodu najveće parsimonije (MP) prvi su predstavili Edwards i Cavalli-Sforza 
(1963.), a temelji se na principu Occamove britve (eng. Occam's razor; po filozofu i 
skolastiĉaru Williamu Occamu iz 13. st.) prema kojoj je najjednostavnije objašnjenje ono koje 
je najvjerojatnije ispravno. Ovom se metodom koristi algoritam koji za svaku danu topologiju 
stabla raĉuna najmanji broj nukleotidnih supstitucija potrebnih za objašnjavanje uoĉene 
distribucije znaĉajki, što konaĉno predstavlja duţinu stabla (Lipscomb, 1998.). To potvrĊuje i 
ĉinjenica da se evolucijske promjene dogaĊaju relativno rijetko unutar odreĊenog vremenskog 
perioda. U sluĉaju kada više razliĉitih teorija ima jednaku mogućnost predviĊanja, uvodi se 
što manje pretpostavki, eliminirajući one koje ne pridonose predviĊanjima teorije, i na taj se 
naĉin u svaku filogenetiĉku liniju ukljuĉuje najmanji broj homoplazija (Xiong, 2006.). 
Parsimonijsko se stablo kreira iscrpnim pretraţivanjem svih mogućih topologija inicijalnog 
stabla, obiĉno produkta zadnje iteracije algoritma (Lipscomb, 1998.). Naposljetku, 
konsenzusno stablo prikazuje zajedniĉke informacije o odnosima izmeĊu taksona proizašlih iz 
jednako parsimonijskih stabala. Kako bi se uštedjelo vrijeme pretraţivanja, koriste se samo 
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informativne pozicije s najvećom filogenetiĉkom informacijom. Te se pozicije nazivaju 
informativnim mjestima, koja moraju sadrţavati najmanje dvije razliĉite znaĉajke od kojih 
se svaka pojavljuje najmanje dva puta. Druga se mjesta nazivaju neinformativnim ili 
konstantnim mjestima, a sadrţe samo jedno razliĉito mjesto. S obzirom da samo informativne 
znaĉajke pridonose konstrukciji MP stabala, za pouzdano dobiveno stablo vaţno je koristiti 
puno informativnih znaĉajki (Xiong, 2006.). Ukoliko je udio homoplazije velik, pouzdanost 
stabla je upitna bez obzira na koliĉinu korištenih informativnih znaĉajki. Osim duţine stabla, 
za opisivanje MP stabla, odnosno koliĉine homoplazije, koristi se nekoliko deskriptivnih 
statistiĉkih indeksa: 
1. Indeks konzistencije (CI) je mjera koja pokazuje relativnu koliĉinu homoplazije na  
 stablu (Kluge i Farris, 1969.), a prikazan je sljedećim izrazom:  
min. oĉekivani uk. br. promjena
CI 100
dužina stabla
  . 
 Ukoliko je CI > 0, to znaĉi da se znaĉajka u potpunosti slaţe sa stablom te da je  
 uoĉeni broj koraka jednak najmanjem mogućem, odnosno u tom sluĉaju nema  
 homoplazije. Ukoliko postoji neslaganje znaĉajke i stabla, CI se izraţava kao  
 negativan broj, a takve znaĉajke ukazuju na postojanje homoplazije.  
2. Indeks homoplazije (HI) oznaĉava mjeru za stupanj homoplazije, a raĉuna se  
 sljedećim izrazom: 
HI = 1–CI. 
3. Retencijski indeks (RI) iz skupa podataka mjeri koliĉinu oĉekivane sinapomorfije 
(steĉenih osobina od predaka koje dijele ĉlanovi monofiletiĉke skupine) koja je  
zadrţana u filogenetiĉkom stablu. Ovaj se indeks još moţe shvatiti kao udio taksona  
ĉija stanja nisu homoplastiĉna. Formula za izraĉun glasi: 
RI = (G–S) / (G–M), 
 gdje G predstavlja najveći broj supstitucija znaĉajke za dano stablo, M je najmanji  
 mogući broj koraka, a S predstavlja uoĉeni broj koraka (Farris, 1989.).  
4. Indeks reskalirane konzistencije (RC) raĉuna se zbog lakšeg uklapanja znaĉajki  
 u stablo, zbog ĉega je potrebna mjera koja se pribliţava 0 kada se znaĉajke poĉinju  
 uklapati u stablo. Indeks konzistencije nema to svojstvo, nego se linearno reskalira s  
 retencijskim indeksom homoplazije, kako je prikazano izrazom (Farris, 1989.): 
RC = CI x RI. 
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U usporedbi s MP-om, metoda najveće vjerojatnosti (eng. maximum likelihood; ML) 
sloţenija je i statistiĉki snaţnija metoda zbog toga što pretraţuje svaku moguću topologiju 
stabla te uzima u obzir svaku poziciju u poravnanju, a ne samo informativna mjesta (kao u 
sluĉaju MP metode). S obzirom na to da se uzima informacija cijele sekvence, ML moţe dati 
toĉnija, odnosno vjerodostojnija stabla. Kao i kod MP metode, prilikom ML analize stabla se 
ocjenjuju na temelju skupa podataka te se odabire stablo s najboljom ocjenom (Bryant i sur., 
2005.). Metoda najveće vjerojatnosti je statistiĉka, diskretna metoda koja koristi 
probabilistiĉke modele kojima se opisuje kako su nastali uoĉeni podaci, odnosno utvrĊuje se 
vjerojatnost uoĉavanja podataka uz specifiĉne vrijednosti parametara modela. Unaprijed se 
smatra kako je evolucijska prošlost s većom vjerojatnosti postizanja primijećenog stanja 
toĉnija od one s niţom vjerojatnosti. Stanje svake znaĉajke prikazano je na stablu, a 
vjerojatnost distribucije stanja znaĉajki raĉuna se uz pomoć evolucijskog modela i duljina 
grana. Dalje se mnoţe vjerojatnosti svih znaĉajki zajedno pa se negativno logaritmiraju (zbog 
premalih dobivenih vrijednosti) i zbrajaju. Konaĉan zbroj predstavlja vjerojatnost podataka 
prikazanih na stablu, odnosno vjerojatnost evolucije ancestralne sekvence do unutarnjeg ĉvora 
i eventualno do sekvence od interesa. Kod ML metode primjenjuje se stohastiĉki model u 
kojem se proces evolucije opisuje kao nasumiĉan, a ne kao usmjeren proces (iako je poznat 
poĉetni uvjet, postoji nekoliko smjerova kojim proces moţe evoluirati). Rezultat ML analize 
je konsenzusno stablo koje najvjerojatnije odraţava trenutni evolucijski proces. MeĊutim, 
odabir nestvarnog evolucijskog modela moţe dati netoĉno stablo (Xiong, 2006.). 
Budući da filogenetiĉka stabla prikazuju odnose ograniĉenog uzorka, a ne cjelokupne 
populacije, dobiveni odnosi ne moraju prikazivati stvarne evolucijske odnose. Naime, 
evolucija je rezultat mnogih ĉimbenika pa se ne dogaĊa linearno. Prema tome prikaz evolucije 
u obliku stabla gdje se grane dihotomski raĉvaju, ne odgovara stvarnim dogaĊajima u prirodi. 
Tradicionalne metode MP i ML tako mogu prikazati preveliku pouzdanost u rezultirajućim 
odnosima na filogenetiĉkom stablu u odnosu na stvarni set podataka (Excoffier i Smouse, 
1994., Bandelt i sur., 1995.). Zbog toga se pouzdanost pojedinih grananja u filogenetiĉkom 
stablu nakon MP i ML analize utvrĊuje statistiĉkom metodom samopodrţanja (eng. bootstrap) 
za empirijsko odreĊivanje varijabilnosti parametara (Lipscomb, 1998.). Samopodrţano se 
uzorkovanje temelji na perturbaciji originalnih sekvenca kroz poremećeni skup podataka 
(Efron i Gong, 1983.). Tako se iz originalnog stvara izmišljeni skup podataka. Pregrupiranje 
podataka vrši se pomoću nasumiĉnog odabira i zamjene grana (eng. branch and bound). Taj se 
postupak ponavlja nekoliko stotina ili tisuća puta. Pouzdanost stabla utvrĊuje se u 
nepromijenjenoj topologiji stabla nakon izvršenih perturbacija. Vrijednost samopodrţanja 
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zapravo je postotak pojavljivanja iste grupe nakon što se pojedina znaĉajka zamjeni drugom iz 
skupa podataka (Felsenstein, 1985.). Ukoliko se procesom utvrde razliĉita stabla, 
pretpostavlja se da je prvotna topologija proizišla iz slabog filogenetiĉkog signala. Time se 
utvrĊuje ispravnost stabla, ali i ukazuje na dosljednost i stabilnost individualnih klada unutar 
stabla (Xiong, 2006.). 
Bayesova metoda (BAY) za kreiranje filogenetiĉkog stabla koristi funkciju 
vjerojatnosti te predstavlja noviju varijantu ML metode. Temelji se na distribucijama 
vjerojatnosti kako bi se opisale sve moguće nesigurnosti, ukljuĉujući i parametre modela. 
Filogenetiĉki se zakljuĉak donosi iz uzoraka posteriorne distribucije skupa dobivenih stabala 
u odnosu na uoĉene podatke (Larget i Simon, 1999.). Metoda koristi Bayesov teorem koji 
raĉuna posteriornu distribuciju parametara prema uoĉenim podacima i evolucijskom modelu. 
Njime se objašnjava kolika je vjerojatnost da su trenutno uoĉeni podaci došli iz odreĊenih 
topologija stabala. Tako se usporeĊuje posteriorna vjerojatnost stabla sa stvarnim podacima i 
prvotna vjerojatnost stabla s evolucijskim modelom. Posteriorna je vjerojatnost definirana kao 
vjerojatnost dogaĊaja procijenjena na temelju umnoška prvotne vjerojatnosti i 
vjerodostojnosti (Nascimento i sur., 2017.). Posteriorna se vjerojatnost raĉuna pomoću 
Markovljevog lanca i Monte Carlo metode (eng. Markov chain Monte Carlo; MCMC) 
(Hastings, 1970., Metropolis i sur., 1953., Larget i Simon, 1999.). Monte Carlo metode 
oponašaju sluĉajne procese u prirodi gdje se pokušavaju predvidjeti svi mogući ishodi i 
vjerojatni dogaĊaji unutar okvira zadanog procesa. Markovljev lanac je algoritam 
ponavljajućeg nasumiĉnog uzorkovanja iz distribucije posteriornih vjerojatnosti filogenetiĉkih 
stabala, te se ponaša kao sustav lanaca nezavisnih dogaĊaja, prilikom ĉega se ono što se 
dogaĊa u budućnosti koristi za opisivanje trenutnog stanja sustava (Tierney, 1994.). Prilikom 
MCMC simulacije predlaţe se novo stanje Markovljevog lanca uz nasumiĉnu distribuciju 
vjerojatnosti (stohastiĉki), zatim se raĉuna vjerojatnost da je novo stanje toĉno te se predlaţe 
nova nasumiĉna varijabla. Ako je njezina vrijednost manja od vjerojatnosti prihvaćanja, novo 
se stanje prihvaća te se status lanca aţurira. Osobitost Markovljevog lanca jest to što je 
vjerojatnost kondicionalne distribucije sustava u sljedećem koraku ovisna samo o trenutnom 
stanju sustava, dok se prošla stanja sustava ne pamte. Ovaj se proces ponavlja tisuću ili 
milijun puta. Algoritam ĉešće posjećuje one vrijednosti parametra s većom posteriornom 
vjerojatnosti nego one s manjom posteriornom vjerojatnosti. Koliĉina vremena tijekom 
„posjete“ svakom stablu kroz tijek lanca predstavlja aproksimaciju njegove posteriorne 
vjerojatnosti (Huelsenbeck i Ronquist, 2001.). Posteriorna se vjerojatnost i-tog filogenetiĉkog 
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stabla f(τi ׀X) uvjetovanog stvarnim skupom sravnjenih DNA sekvenca (X) raĉuna 
Bayesovom jednadţbom: 
 
   
    1
s
i i
i B
j jj
f X f
f X
f X f
 
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 



, 
gdje je prvotna vjerojatnost oznaĉena kao f(τi). Posteriorna je vjerojatnost stabla zapravo 
pokazatelj toĉnosti kreiranog stabla τi. Tijekom simulacije traţe se sve veći rezultati 
vjerodostojnosti prilikom pretraţivanja topologija stabala. Stablo s najvećom posteriornom 
vjerojatnosti odabire se za konsenzusno stablo (Huelsenbeck i Ronquist, 2001.). Za razliku od 
ML metode, BAY metoda moţe podnijeti velik skup podataka, te potraţuje skup najboljih 
stabala pa ima bolju mogućnost za preciznije pogaĊanje stvarnog stabla. Na konsenzusnom se 
stablu svakom ĉvoru dodjeljuju posteriorne vjerojatnosti u vidu statistiĉke podrške. Bayesova 
metoda ne zahtijeva evaluaciju u vidu samopodrţanja zbog toga što MCMC model već 
ukljuĉuje tisuće ili milijune koraka ponovljenih uzorkovanja. U usporedbi s rezultatima 
metode samopodrţanja Bayesove su vjerojatnosti veće zato što se većina stabala uzorkuje oko 
manjeg broja optimalnih stabala (Xiong, 2006.).   
 
Filogenetičke mreže 
Tradicionalne metode poput MP i ML metode sklone su pogreškama u procjeni 
genealoških odnosa izmeĊu gena na populacijskoj razini (Sneath, 1975.). Populacijske su 
genealogije ĉesto višestruko razgranate jer su odnosi jednog gena unutar vrste, osim naslijeĊa, 
rezultat i spolne reprodukcije, malobrojnih mutacija i rekombinacija. Osim navedenih razloga, 
umreţeni prikaz moţe biti i rezultat koegzistencije ancestralnih sekvenca (haplotip jednak 
posljednjem zajedniĉkom pretku) i sekvenca potomaka (Posada i Crandall, 2001.). Naime, u 
prirodnim populacijama većina je haplotipova identiĉna kopija nastala DNA replikacijom. 
Ukoliko te kopije mutiraju do novog haplotipa, ti će haplotipovi ostati u populaciji te će se 
uzorkovati zajedno s ancestralnim sekvencama (Posada i Crandall, 2001.). Za razliku od 
tradicionalnih metoda, filogenetiĉke mreţe u obzir uzimaju dogaĊaje rekombinacije, 
hibridizacije, horizontalnog prijenosa gena i genske duplikacije retikularno prikazujući 
dogaĊaje koji se ne mogu prikazati u obliku stabla (Clement i sur., 2000.). Detekcija 
navedenih dogaĊaja osobito je vaţna kod analize jezgrinog DNA (Huson i Scornavacca, 
2010.). Filogenetiĉke se mreţe temelje na matricama udaljenosti razlika izmeĊu haplotipova 
te su vrlo korisne prilikom razrješavanja konflikata uzrokovanih nemogućnostima toĉnih 
prikazivanja odnosa na stablu ili kod krivo pretpostavljenih evolucijskih modela (Huson i 
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Bryant, 2006.). Rezultat rekonstrukcije je neukorijenjena mreţa u kojima su ĉvorovi, koji 
predstavljaju razliĉite haplotipove, spojeni linijama s najsliĉnijim haplotipovima. Za izradu 
mreţe haplotipova koriste se algoritmi poput udruţivanja medijanskih vektora (eng. median-
joining; MJ) ili metoda statistiĉke parsimonije (eng. statistical parsimony) (Templeton i sur., 
1992.).  
Metoda MJ temelji se na zbroju razlika znaĉajki izmeĊu sekvenca. Unaprijed je 
odreĊeno da rekombinacije nema, stoga je metoda najviše pogodna za analizu mtDNA. Izrada 
filogenetiĉke mreţe putem MJ metode zapoĉinje s minimalnim grananjima stabala unutar 
jedinstvene mreţe. Nakon toga se parsimonijski dodaje po nekoliko konsenzusnih sekvenca 
koje predstavljaju medijanske vektore koji pokazuju veliku vjerojatnost pojavljivanja na 
granajućim ĉvorovima u MP stablu uzimajući iskljuĉivo triplete sekvenca od kojih je jedna 
povezana s dvjema ostalim u mreţi tijekom trajanja procesa. Iz biološke perspektive ti 
medijanski vektori predstavljaju posrednike koji nedostaju (izumrle neuzorkovane ili izumrle 
ancestralne sekvence). Nakon svakog kruga medijanske generacije proces zapoĉinje sa sve 
većim setom sekvenca, sve dok se više ne mogu stvarati novi medijanski vektori (Bandelt i 
sur., 1999.).  
Za donošenje zakljuĉka o genealogiji gena na razini populacije kod manjeg broja 
divergencija (Georgiadis i sur., 1994., Routman i sur., 1994., Gerber i Templeton, 1996., 
Hedin, 1997., Schaal i sur., 1998., Vilá i sur., 1999., Gómez-Zurita i sur., 2000.) koristi se 
algoritam statistiĉke parsimonije (TCS - Templeton Crandall Sing metoda; Templeton i sur., 
1992.). Raĉunalni program TCS sekvence pretvara u haplotipove raĉunajući frekvencije 
haplotipova u uzorku. Zatim se procjenjuje najveći broj razlika izmeĊu haplotipova uz 
statistiĉku pouzdanost od 95% (parsimonijska granica povezivanja). Nakon prvotne procjene 
povezuju se haplotipovi koji se razlikuju u jednoj, dvjema, pa trima promjenama itd., sve dok 
se svi haplotipovi ne uvrste u mreţu ili dok se ne dosegne parsimonijska granica povezivanja 
(Posada i Crandall, 2001.). U ovom se programu koristi stohastiĉki koalescentni pristup prema 
kojem postoji direktna povezanost izmeĊu zastupljenosti i starosti haplotipova (Watterson i 
Guess, 1977., Donnelly i Tavaré, 1986.). Prema koalescentnom pristupu najĉešće su 
zastupljeni oni haplotipovi koji su najduţe u populaciji, dok su rijetke varijante najvjerojatnije 
rezultat nedavnih mutacija (Watterson i Guess, 1977., Donnelly i Tavaré, 1986., Crandall i 
Templeton, 1993.). Metoda statistiĉke parsimonije temelji se na ovih pet pretpostavki (Posada 
i Crandall, 2001.): 
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 Stariji aleli imaju veću vjerojatnost da postanu unutarnji haplotipovi 
(haplotipovi s više od jedne mutacijske veze) u odnosu na mlaĊe haplotipove. 
 Stariji će aleli u prosjeku biti šire geografski rasprostranjeni. 
 Uĉestaliji haplotipovi pokazuju tendenciju prema većem broju mutacijskih 
veza. 
 Haplotipovi predstavljeni samo jednom sekvencom u uzorku (singletoni) ĉešće 
će biti povezani s nesingletonima nego s drugim singletonima. 
 Singletoni će ĉešće biti povezani s haplotipovima iz iste populacije nego s 
haplotipovima razliĉitih populacija. 
Ove pretpostavke podrazumijevaju neutralnu evoluciju i povezanost populacija, a u sluĉaju 
selekcije ne moraju biti toĉne (Crandall i Templeton, 1993.). U kombinaciji s tradicionalnim 
metodama, metoda statistiĉke parsimonije omogućuje utvrĊivanje odnosa meĊu organizmima 
sa širim rasponom divergencije i filogeografske prošlosti koja je utjecala na raznolikost 
organizama (Clement i sur., 2000.).  
 
1.3. Polazna hipoteza 
Polazne su hipoteze ovog istraţivanja sljedeće:  
1. Na evolucijsku prošlost klenova najviše su utjecali geološki dogaĊaji. 
2. Filogenetiĉki odnosi klenova jadranskog slijeva odgovaraju geografskom 
obrascu.  
3. Postojeća taksonomija dobro odraţava bioraznolikost vrsta roda Squalius u 
rijekama jadranskog slijeva na podruĉju Hrvatske i BiH. 
 
Ovim će se istraţivanjem po prvi put koristiti i jezgrini i mitohondrijski biljezi za 
procjenu glavnih povijesnih dogaĊaja koji su rezultirali današnjom rasprostranjenosti i 
filogenetiĉkim odnosima vrsta roda Squalius rijeka jadranskog slijeva Hrvatske i BiH. Osim 
toga, pokušat će se odgovoriti na pitanje o evolucijskoj prošlosti pojedinih svojti na temelju 
geoloških dogaĊaja koji se poklapaju s vremenima njihovih divergencija i rasprostranjenosti 
filogenetiĉkih linija. Nadalje, utvrĊivanjem genske razliĉitosti i uvidom u fenomene 
introgresija i hibridizacije produbit će se razumijevanje mehanizama i puteva evolucijskog 
nastanka i širenja svojti. Otkrivanjem struktura i povezanosti populacija omogućit će se 
produbljivanje našeg općeg znanja o biologiji i ekologiji ove skupine riba koje je potrebno za 
prepoznavanje evolucijski znaĉajnih jedinica kao konzervacijskih prioriteta.  
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1.4. Svrha, cilj i opseg rada 
Svrha ovog istraţivanja bila je pokušati objasniti mehanizme i puteve evolucijskog 
nastajanja i širenja pojedinih svojti jadranskih klenova Hrvatske i BiH, te otkriti vaţnost 
razliĉitih geoloških dogaĊaja, ali i mogućih lokalnih okolnosti i dogaĊaja odgovornih za 
trenutnu distribuciju i raznolikost istraţivanog roda Squalius. Osim toga, istraţivanjem 
trenutne genske raznolikosti i polimorfizama izmeĊu vrsta omogućuje se uvid u demografsku 
prošlost pojedinih vrsta, što moţe biti korisno u razotkrivanju kompleksne geološke povijesti 
mediteranske regije. Kako bi se pokušalo odgovoriti na to pitanje, postavljeni su sljedeći 
ciljevi:  
 utvrĊivanje srodstvenih odnosa analizom mitohondrijskih i jezgrinih genskih 
biljega  
 utvrĊivanje podruĉja rasprostranjenosti pojedinih vrsta i genskih linija  
 odreĊivanje unutarvrsne i meĊuvrsne raznolikosti.  
OdreĊivanjem evolucijskih puteva srodnih i geografski bliskih vrsta, s obzirom na geološke 
dogaĊaje, omogućit će se predviĊanje budućih reakcija vrsta na promijenjene uvjete. Naime, 
cilj je ovog istraţivanja bio odgovoriti na pitanje je li isto geografsko podruĉje sa sliĉnim 
geološkim dogaĊajima utjecalo na sliĉan evolucijski smjer i sadašnji genski polimorfizam 
geografski bliskih i srodnih vrsta ili su njihove evolucijske prošlosti razliĉite pod utjecajem 
razliĉitih evolucijskih sila, što moţe biti vrlo vaţno za buduća predviĊanja o budućnosti vrste 
i donošenje konzervacijskih strategija. Razjašnjavanje evolucijskih puteva endemskih vrsta 
pridonijet će poznavanju paleogeografije ovog podruĉja. Otkrivanje strukture i povezanosti 
populacija omogućit će prepoznavanje evolucijski znaĉajnih jedinica kao konzervacijskih 
prioriteta. Dobiveni podaci iz ovog istraţivanja bit će korisni u taksonomskim istraţivanjima, 
a mogu pomoći i u razjašnjavanju taksonomskih poloţaja pojedinih populacija. Naime, tek 
nakon toĉnog odreĊivanja vrsta i podruĉja njihove rasprostranjenosti te odnosa s drugim 
vrstama, moguće je donositi konaĉne zakljuĉke o ugroţenosti njihovih populacija i predlagati 
adekvatne mjere zaštite. Kako je većina klenova endemiĉno s ograniĉenom distribucijom na 
jednu rijeku, pojedini slijev ili više lokaliteta na manjem podruĉju (Ćaleta i sur., 2015.), 
ovakva su istraţivanja bitna za produbljivanje našeg saznanja o ovoj skupini riba, kao i za 
djelotvornu zaštitu ugroţenih populacija. 
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2. LITERATURNI PREGLED  
2.1. Problemi u dosadašnjem odreĊivanju taksonomske pripadnosti unutar skupine 
klenova  
OdreĊivanje taksonomske pripadnosti i sistematski poloţaj klenova roda Squalius te 
geografske rasprostranjenosti pojedinih vrsta još se uvijek razmatra. Taksonomski status 
klenova mijenjao se u mediteranskom podruĉju u nekoliko navrata tijekom zadnjih godina. 
Mnoge su vrste današnjeg roda Squalius do nedavno pripadale rodu Leuciscus (Doadrio i 
Carmona, 1998., Zardoya i Doadrio, 1999.), meĊutim filogenetiĉka su istraţivanja pokazala 
da nisu u bliskom srodstvu s tipiĉnim predstavnikom roda Leuciscus (Briolay i sur., 1997., 
Gilles i sur., 1998.). 
Na podruĉju jadranskog slijeva u Hrvatskoj i BiH u prošlosti je zabiljeţeno više istih 
vrsta pod razliĉitim imenima zbog upotrebe raznih sinonima ili krive identifikacije vrsta. U 
Istri je zabiljeţeno mnogo razliĉitih vrsta i podvrsta klenova u prošlosti. Tako su zabiljeţeni S. 
cavedanus (Osapska reka, Riţana; Heckel i Kner, 1858.), S. cephalus (Badaševica; Poreĉnik, 
1958.), S. squalus (cijelo podruĉje Istre; Kottelat i Freyhof, 2007., Zupanĉiĉ i sur., 2010a.), L. 
cephalus cabeda (Riţana, Pazinĉica, Mirna, Badaševica; Gridelli, 1936., Leiner i sur., 1995.), 
L. cephalus albus (jezero Ĉepić; Gridelli, 1936., Leiner i sur., 1995.; Mirna, Pazinĉica, Raša, 
Boljunšćica, Letaj; Leiner i sur., 1995.; Dragonja s Pinjevcem; Povţ i Sket, 1990., Leiner i 
sur., 1995., Povţ, 2002.; jezero Butoniga; Leiner i sur., 1995., Mrakovĉić i sur., 2000.), L. 
cephalus (Mirna, Boljunšćica; Povţ i Sket, 1990., Leiner i sur., 1995.), L. leuciscus 
(Pazinĉica, Mirna; Leiner i sur., 1995.) te L. cavedanus (Mirna, Pazinĉica; Mrakovĉić i sur., 
2006.). Leiner i Popović u Istri prijavljuju i vrstu L. svallize (Mirna, Fojba-Pazinĉica, Raša, 
Boljunšćica, Letaj i Rakov potok; Leiner i Popović, 1984.), što se kasnije ponovo potvrĊuje 
(Leiner i sur., 1995.). Bogutskaya i Zupanĉiĉ to kasnije opovrgavaju pretpostavljajući da se 
zapravo radi o vrsti L. zrmanjae ili L. illyricus jer se smatra da je podruĉje raširenosti L. 
svallize ograniĉeno na sljevove Neretve, Trebišnjice i Matice, ukljuĉujući podruĉja Hutovog 
blata, Popovog polja (Kapetanović i Vuković, 1968.) i Jablaniĉkog jezera (Bogutskaya i 
Zupanĉiĉ, 1999.). Veenvliet i Veenvliet (2006.) opisuju klenove iz Dragonje kao S. 
cavedanus, dok Zupanĉiĉ (2008., 2009.) smatra da se radi o još neopisanoj vrsti s iskljuĉivim 
obitavanjem u Dragonji koju Bogutskaya i Zupanĉiĉ (2010.) nazivaju S. janae. Zupanĉiĉ i sur. 
2010. g. potvrĊuju status nove vrste proširujući distribuciju na podruĉje rijeka Boljunšćice i 
Pazinĉice te Ĉepić polja u Istri (Zupanĉiĉ i sur., 2010a.).  
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U Krki, Cetini i Soĉi pronaĊena je vrsta S. illyricus (Heckel i Kner, 1858., Vuković i 
Ivanović, 1971., Mrakovĉić i sur., 1995., Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 1999.). Iako se kasnije 
potvrĊuje pronalazak S. illyricus u Soĉi (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 1999.), distribucija S. 
illyricus na tom podruĉju upitnog je statusa jer nema nedavnih pronalazaka te vrste u 
sjevernom dijelu jadranskog slijeva (Ćaleta i sur., 2015.). U Zrmanji je opisana podvrsta S. 
svallize zrmanjae (Karaman, 1928.), dok su kasnije jedinke iz Zrmanje opisane kao podvrste 
L. svallize svallize (Zrmanja, Krka, Neretva i Trebinje) i L. svallize zrmanjae (Zrmanja blizu 
grada Obrovca) (Vuković i Ivanović, 1971.). Heckel i Kner (1858.) objavljuju nalaz S. albus 
iz Krke i S. svallize iz Neretve i jezera blizu Vrgorca. Cjelokupni L. cephalus kompleks prema 
morfološkim i meristiĉkim karakteristikama revidiraju Bianco i Kneţević (1987.) i potvrĊuju 
obitavanje L. svallize u Neretvi i Trebišnjici, ali ne i u Krki gdje su smatrali da su pronašli 
većinu jedinki vrste L. cephalus i još jednu nepoznatu vrstu koja je najsliĉnija vrsti L. svallize. 
Jedinke iz porjeĉja Cetine opisali su kao vrstu L. illyricus upitnog statusa podvrste ili lokalnog 
ekofenotipa hladnih voda vrste L. cephalus. Nepoznatu vrstu iz Krke koju su opisali Bianco i 
Kneţević (1987.), Kottelat (1997.) proglašava kao L. zrmanjae uz potrebu opisa neotipa. 
Bogutskaya i Zupanĉiĉ (1999.) neotipove iz Zrmanje (u donjem i srednjem dijelu toka) i 
donjeg toka Krke ponovo opisuju kao L. zrmanjae, ali uz status endema Hrvatske koji se 
pojavljuje samo u Zrmanji i Krki (upitan nalaz iz Cetine). U Zrmanji ţive kao jedini 
predstavnik roda, dok u Krki simpatrijski obitavaju s L. cephalus i L illyricus te su ĉesto 
pogrešno bili proglašavani kao L. svallize (Katurić, 1887., Kolombatović, 1907., Vuković i 
Ivanović, 1971., Vuković, 1982., Mrakovĉić i Mišetić, 1989., Mrakovĉić i sur., 1995.), koji 
uopće ne obitava u Krki (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 1999.). Prema današnjoj taksonomiji 
zabiljeţena vrsta L. zrmanjae odgovara vrsti S. zrmanjae, a raširena je na podruĉju Zrmanje i 
Krke te rijeke Riĉice (Ćaleta i sur., 2015.). U literaturi se spominje i postojanje treće vrste u 
rijeci Krki kao L. cephalus var. albus (Seeley, 1886.), pa onda kao S. albus (Kolombatović, 
1886.). Steindachner (1882.) opisuje L. cephalus iz Trebišnjice, Neretve i Krke, koja je 
kasnije opisana kao L. cephalus cavedanus u Neretvi (Karaman, 1928.). Za vrstu S. svallize 
areal rasprostranjenosti još uvijek je nejasan (Mrakovĉić i sur., 2006.). Naime, prethodno je 
vrsta zabiljeţena u Istri i jezerima blizu Vrgorca (Heckel i Kner, 1858., Kosić, 1903.), ali se 
areal u Hrvatskoj i BiH kasnije ograniĉava iskljuĉivo na podruĉje Neretve, Trebišnjice i Ljute 
(Kottelat i Freyhof, 2007.). Osim na podruĉju Hrvatske i BiH areal rasprostranjenosti S. 
svallize prostire se na podruĉju i Albanije (Mrakovĉić i sur., 2006.). Na podruĉju Neretve, 
Matice, Prološkog blata i Riĉice opisan je i S. microlepis, dok je na podruĉju rijeke Cetine, 
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Livanjskog polja te Buškog i Mandeĉkog jezera u BiH pronaĊena vrsta S. tenellus (Kottelat i 
Freyhof, 2007.). 
2.2. Dosadašnja istraţivanja filogenije i filogeografije roda Squalius  
Prva molekularna istraţivanja koja su obuhvaćala rod Squalius temeljila su se na 
mitohondrijskim biljezima (cyt b i prva podjedinica citokrom c oksidaze, COI), ĉesto u svrhu 
filogenetiĉke rekonstrukcije većih skupina šaranki, a upućivala su na parafiletiĉko porijeklo 
europskih klenova (Briolay i sur., 1997., Brito i sur., 1997., Gilles i sur., 1998., Durand i sur., 
1999., Zardoya i Doadrio, 1999., Doadrio i Carmona, 2003., Sanjur i sur., 2003., Doadrio i 
Carmona, 2006., Lucentini i sur., 2014.). Unutar europskih i azijskih predstavnika roda 
Squalius izdvajaju se tri razvojne linije (Doadrio i Carmona, 2003., Sanjur i sur., 2003., 
Doadrio i Carmona, 2006.), što je kasnije potvrĊeno i analizom jezgrinih biljega (rag1 i S7; 
Perea i sur., 2010., Perea i sur., 2016.). Prva je mediteranska grupa koju ĉine malene vrste iz 
juţne Španjolske, središnje Italije, juţne Grĉke i Balkana, dok je druga euroazijska grupa 
većih jedinki koja je široko rasprostranjena u srednjoistoĉnoj Europi, Aziji i na sjeveru 
mediteranskog podruĉja, a treća je Paratetis grupa koja obuhvaća malene vrste iz okolice 
Crnog mora i Anatolije (Doadrio i Carmona, 2003., Sanjur i sur., 2003.). Kasnijim se 
istraţivanjima kombiniranom analizom mitohondrijskih (cyt b, COI) i jezgrinih (rag1 i S7) 
biljega potvrĊuje odvajanje roda Squalius na dvije jasno razdvojene filogenetiĉke grupe - 
mediteransku i „S. cephalus“ grupu, dok se treća, Paratetis grupa, odvaja sa šest slabo 
poznatih i meĊusobno nesrodnih vrsta roda Petroleuciscus. Istraţivanja na temelju analize cyt 
b (Doadrio i Carmona, 2006.) i COI (Lucentini i sur., 2014.) pokazala su geografsko 
strukturiranje mediteranske grupe na pirenejsku, talijansko-jadransku i grĉku podgrupu. 
Jadranskoj grupi pripadaju istraţivane vrste u ovom istraţivanju, a to su vrste S. illyricus, S. 
microlepis, S. svallize, S. tenellus i S. zrmanjae. Unutar S. cephalus grupe izdvajaju se dvije 
filogenetiĉke grupe, prva sa srednjoeuropskim i mediteranskim vrstama, dok je druga s 
anatolijskim i kavkaskim vrstama, meĊu kojima se nalazi i vrsta S. squalus (Perea i sur., 
2010.). 
Bez obzira na ukljuĉivanje jezgrinih molekularnih biljega u analize, odnosi unutar 
grupa nisu se potpuno razriješili. Filogenetiĉki odnosi pokazuju bazalne politomije, pogotovo 
u sluĉaju S. cephalus kompleksa, ĉime je raznolikost ove grupe podcijenjena, što zahtijeva 
taksonomsku reviziju (Durand i sur., 2000., Perea i sur., 2010.). Nerazriješeni odnosi 
objašnjavaju se razdvajanjem ancestralnih zajedniĉkih populacija vrsta Squalius na višestruke 
razvojne linije u kratkom vremenskom periodu (Doadrio i Carmona, 2003.). 
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Uoĉeno je da evolucijski procesi poput hibridizacije i nepotpunog razvrstavanja linija 
mogu dovesti do razilaţenja dobivenih rezultata izmeĊu mitohondrijskih i jezgrinih 
molekularnih podataka (Perea i sur., 2016.). Nepotpuno razvrstavanje linija dogaĊa se ukoliko 
se divergencija filogenetiĉkih linija ne odvija u isto vrijeme kad i specijacija (Maddison, 
1997.). Prema tome genska stabla ne moraju nuţno prikazivati stvarne odnose izmeĊu 
taksona, zato što su se razliĉiti geni razdvojili u razliĉito vrijeme (Degnan i Rosenberg, 2009., 
Edwards i Bensch, 2009., Rosenberg, 2013.). Osim toga, zna se da će mitohondrijski genomi 
prije dovršiti svoje razdvajanje linija, nego genomi iz jezgre (Ballard i Whitlock, 2004., Chan 
i Levin, 2005., Currat i sur., 2008., Zink i Barraclough, 2008.). Nepotpuno razvrstavanje linija 
do sada je primijećeno kod klenova unutar vrsta S. lucumonis, S. zrmanjae (iz Krke) i S. ghigii 
(Durand i sur., 2000.). Ti se podaci slaţu s pojavom hibridizacije, koja se treba potvrditi 
(Durand i sur., 2000.). 
2.3. Porijeklo potporodice Leuciscinae na mediteranskom podruĉju 
Vrlo kompleksna paleogeografija mediteranske regije - s putujućim otoĉnim lancima, 
fragmentiranim tektonskim pojasima i drugim tektonskim dogaĊajima, odrazila se na umreţen 
biogeografski model evolucije klenova. Glavni procesi zasluţni za veliku raznolikost vrsta u 
mediteranskoj regiji posljedica su geoloških i klimatskih promjena koje su mijenjale to 
podruĉje, pogotovo tijekom kenozoika (Sanjur i sur., 2003.).  
Tri su biogeografske hipoteze koje pokušavaju objasniti porijeklo i raznolikost 
predstavnika europske ihtiofaune, a koje se ne moraju meĊusobno nuţno iskljuĉivati 
(Bănărescu, 1989., 1992.). Prva hipoteza poznatija kao „model sjevernog širenja“ (eng. north 
dispersal model) opisuje širenje azijskih predstavnika prema središnjoj Europi sjevernom 
rutom nakon uzdizanja Urala u oligocenu, dok se širenje prema jugu Europe nastavilo do 
pliocena (Bănărescu, 1989., 1992.). Tijekom interglacijalnih i postglacijalnih razdoblja 
središnja se europska ihtiofauna izmijenila s dunavskom (Bănărescu, 1992.). Druga se 
hipoteza odnosi na tzv. „Lago-Mare“ disperzijski model koji pretpostavlja širenje azijskih 
predstavnika tijekom jezerske faze Sredozemnog mora (zadnja faza mesinske krize saliniteta, 
MSC) tijekom pliocena (prije 5,5 milijuna godina; mya) (Bianco, 1990.). U toj se fazi 
Sredozemno more gotovo isušilo, meĊutim mediteranski se bazen ponovo napunio slatkom 
vodom Sarmatskog mora (nastalo raspadom Paratetisa) (Hsü i sur., 1977.), što je uzrokovalo 
disperziju vrsta u okolici i visoku razinu endemizma (Bianco, 1990.). Nakon otvaranja 
Gibraltarskih vrata mediteranski se bazen napunio morskom vodom (Krijgsman i sur., 1999.), 
što dovodi do izolacije novonastalih slatkovodnih populacija tijekom intenzivnih vikarijantnih 
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dogaĊaja (Ketmaier i sur., 2004.). Treća hipoteza ukljuĉuje disperziju leuciscina kroz 
meĊukontinentalne kopnene mostove tijekom ranog pliocena, kada se oblikovala sadašnja 
sjevernoafriĉka obala (Doadrio, 1990.). Sve tri hipoteze podrazumijevaju azijsko porijeklo 
zbog sliĉnosti pronaĊenih meĊu vrstama Bliskog istoka i Mediterana (Tsigenopoulos i 
Berrebi, 2000., Durand i sur., 2002., Sanjur i sur., 2003., Wang i sur., 2007.). Smatra se da je 
Bliski istok vaţno podruĉje izmjene slatkovodne ihtiofaune u kojoj su se našli preci azijskih i, 
kasnije, mediteranskih vrsta tijekom postupnog zatvaranja Tetis mora (Berg, 1949., Coad, 
1987., Coad, 1996., Durand i sur., 2002.), a neki ga prepoznaju i kao izvor porijekla nekih 
leuciscina (Durand i sur., 1999., Durand i sur., 2000., Saitoh i sur., 2011.). Najstariji fosilni 
ostaci leuciscina naĊeni su u središnjoj Anatoliji iz doba prijelaza iz oligocena u miocen 
(Krijgsman i sur., 1996., Theocharopoulos, 2000.), sugerirajući azijsko porijeklo, što 
potvrĊuje i velika raznolikost rodova i vrsta na tom podruĉju, posebice na podruĉju juţne i 
jugoistoĉne Azije (Perea i sur., 2010.). Blisku srodnost starih razvojnih linija u Anatoliji i na 
balkanskom podruĉju (Economidis i Bănărescu, 1991.) moguće je objasniti pojavom velike 
balkansko-anatolijsko-iranske kopnene mase koja je razdvojila Tetis i Paratetis mora u ranom 
oligocenu, prije 33 milijuna godina (Rögl, 1999., Perea i sur., 2010.). 
Mediteranski su leuciscini najvjerojatnije višestruko kolonizirali mediteransko 
podruĉje u periodu od oligocena do pliocena (35-1,7 mya), prateći hidrogeografske i geološke 
dogaĊaje u prošlosti europskog podruĉja (Economidis i Bănărescu, 1991.). Višestruka 
kolonizacija mediteranskog podruĉja potvrdila se i prema istraţivanjima mitohondrijskih i 
jezgrinih biljega (cyt b, rag1 i S7), uz model opuštenog molekularnog sata (0,2% divergencija 
po liniji na milijun godina za kombinirani set svih istraţivanih gena zajedno (Perea i sur., 
2010.). Prema navedenom istraţivanju razdvajanje glavnih mediteranskih razvojnih linija 
leuciscina zbilo se u oligocenu, a rezultati upućuju na inicijalnu europsku kolonizaciju 
klenova iz jugozapadne Azije preko balkansko-anatolijske-iranske kopnene mase koja je 
razdvajala mora Tetis i Paratetis poĉetkom ranog oligocena. Novouspostavljene morske veze 
fragmentiraju tu kopnenu masu na velike balkanske i anatolijske otoke (28 mya; Rögl, 1999.), 
što je najvjerojatnije imalo utjecaja na razdvajanje starih balkansko-anatolijskih razvojnih 
linija na prijelazu ranog u kasni oligocen (Perea i sur., 2010.). Krajem kasnog oligocena 
primijećena je brza diverzifikacija vrsta, kada se razvila polovica svih razvojnih linija 
leuciscina. Budući da nema fosilnih europskih ostataka iz tog vremena, pretpostavlja se da se 
to dogodilo na balkansko-anatolijsko-iranskom krškom podruĉju koje je zbog specifiĉnog 
reljefa ubrzalo geografsku izolaciju i specijacijski proces jer u to vrijeme nije bilo zabiljeţenih 
geodinamiĉkih dogaĊaja na tom podruĉju (Perea i sur., 2010.). Uzdizanje Alpa i zatvaranje 
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slovenskog koridora, dotadašnje morske poveznice izmeĊu Tetisa i Paratetisa (još uvijek 
razdvojenih balkansko-anatolijskom kopnenom masom), praćeno uzdizanjem istoĉnih Alpi s 
posljediĉnim rotacijama malih tektonskih ploĉa te uzdizanjem sedimenta u panonsko-
karpatsko-dinarskom kraju tijekom ranog i srednjeg miocena (20-12 mya; Rögl, 1999.) 
uzrokovalo je novo razdvajanje leuciscinskih linija do današnjih rodova (Perea i sur., 2010.). 
Posebno su istraţivani klenovi s Pirenejskog poluotoka (Portugal, Španjolska). Prema 
fosilnim ostacima leuciscini su na ovo podruĉje došli na prijelazu iz kasnog oligocena u rani 
miocen (Cabrera i Gaudant, 1985., de la Peña, 1995.). MeĊu istraţivanim pirenejskim vrstama 
pronaĊene su dvije razvojne linije, što upućuje na višestruki kolonizacijski dogaĊaj (najmanje 
dvije kolonizacije) na ovo podruĉje (Sanjur i sur., 2003.), a što se potvrĊuje i kasnije na 
kombiniranoj analizi mitohondrijskih i jezgrinih biljega (Perea i sur., 2010.). Današnja 
pirenejska ihtiofauna nastala je u miocenu nakon izolacije pirenejskih slatkovodnih vrsta od 
europskih, što je posljedica uzdizanja Pireneja (Perea i sur., 2010.). Prema istraţivanjima 
mitohondrijskog cyt b biljega za rod Squalius uz molekularni sat od 0,76% divergencija 
sekvenca na milijun godina (izraĉunato za europske ciprinide; Zardoya i Doadrio, 1998.), 
razdvajanje sjevernih i mediteranskih linija dogodilo se u periodu kasnog miocena (7 mya), 
puno prije Lago-Mare faze (Sanjur i sur., 2003.). Takve rezultate pokazuje i kombinirana 
analiza seta mitohondrijskih i jezgrinih biljega, koji pokazuju pojavu glavnih mediteranskih 
linija leuciscina i njihovu diverzifikaciju u oligocenu, takoĊer prije Lago-Mare faze (Perea i 
sur., 2010.). Prema tome se odbacuje druga hipoteza širenja leuciscina, dok se ne iskljuĉuje 
inicijalni model sjevernog širenja nakon kojeg slijedi postupna kolonizacija mediteranske 
regije (Perea i sur., 2010.). Postoji više istraţivanja koja ne ukazuju na masivnu disperziju i 
specijaciju tijekom mesinskog perioda za vrste rodova Squalius i Chondrostoma (Doadrio i 
Carmona, 2003., Doadrio i Carmona, 2004., Robalo i sur., 2007.). Iako nije bitno utjecala na 
razdvajanje velikih filogenetiĉkih linija unutar klenova, jezerska faza Sredozemnog mora 
utjecala je na lokalne disperzijske dogaĊaje, a nestanak vodenih površina ubrzao je izolaciju 
populacija (Sanjur i sur., 2003.). Nakon mesinske krize, na poĉetku pliocena (5,3 mya) 
povećava se vlaţnost u mediteranskoj regiji (Haywood i sur., 2000.), što je dovelo do 
nastanka novih slatkovodnih staništa koja su mogla potaknuti daljnju kolonizaciju i širenje 
leuciscina na Mediteran, uz daljnju diverzifikaciju (Perea i sur., 2010.). 
Paleogeografija balkanskog i anatolijskog podruĉja sliĉna je zbog dugotrajne 
povezanosti i izolacije od ostatka Europe tijekom oligocena i miocena (Perea i sur., 2010.). 
Na prijelazu ranog u srednji miocen na Balkanskom su poluotoku, a posebice dalmatinskom 
podruĉju, postojali veliki jezerski sustavi (npr. dinarski jezerski sustav, 17-15 mya; 
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Harzhauser i Mandic, 2008.) ĉija su fragmentacija i nestanak utjecali na izolaciju i 
specijacijske dogaĊaje. Nadalje, u balkanskoj regiji dolazi do uzdizanja Dinarida zbog 
tektonskih promjena (Pavelić i Belak, 2008.), što je moglo utjecati na izolaciju dalmatinskih 
vrsta rodova Chondrostoma, Squalius i Telestes (Perea i sur., 2010.). Uoĉena sliĉnost 
ihtiofaune sjeverne Italije i sjevernih rijeka Balkanskog poluotoka (Šlechtová i sur., 2004., 
Perdices i sur., 2008., Perea i sur., 2010.) objašnjava se nedavnim širenjem vrsta rijekom Po i 
pritocima tijekom zadnjeg glacijalnog maksimuma (LGM) zbog spuštanja morske razine 
(Waelbrock i sur., 2002.). To je moglo dovesti do izmjene mnogih slatkovodnih vrsta izmeĊu 
talijanskog i balkanskog sjevernog podruĉja. Teorija objašnjava trenutnu raširenost više vrsta, 
meĊu kojima je i vrsta S. squalus (Perea i sur., 2010.). 
2.4. Hibridizacija i hibridogeneza u klenova 
Kod slatkovodnih riba ĉesta je pojava hibridizacije zahvaljujući vanjskoj oplodnji, 
slabim izolacijskim mehanizmima, neujednaĉenoj brojnosti dvaju hibrida, kompeticiji za 
ograniĉena staništa za mrijest te smanjenoj kompleksnosti staništa. Pojava hibridizacije ĉesta 
je unutar rodova šaranki (Scribner i sur., 2001.), a općenito se ĉesto javlja nakon promjene 
demografskih uvjeta (Excoffier i sur., 2009., Mastrantonio i sur., 2016.). Kod leuciscina je F1 
hibridna generacija ĉesto fertilna (Yakovlev i sur., 2000.), stoga je za oĉekivati ĉešće 
hibridizacije izmeĊu rodova uz pojavu introgresije. Najĉešće dolazi do mitohondrijske 
introgresije, odnosno prijenosa mitohondrijskog genoma iz jedne vrste u drugu putem 
hibridizacije, a moţe doći i do potpune zamjene mtDNA jedne vrste drugom, odnosno 
fiksacije (Nevado i sur., 2009., Choleva i sur., 2014., Perea i sur., 2016.). Mitohondrijski se 
DNA lakše introducira u vidu introgresije u odnosu na jezgrin DNA, zbog iskljuĉivog 
maternalnog nasljeĊivanja i manje efektivne veliĉine populacije (Choleva i sur., 2014.). 
Moguća je introgresija i jezgrinog genoma koja se ponaša neovisno o introgresiji mtDNA, a 
ne mora se nuţno pojaviti niti nakon masivne introgresije mtDNA (Nevado i sur., 2009., 
Choleva i sur., 2014., Patten i sur., 2015., Mitchell i sur., 2016.).  
Introgresivna je hibridizacija zabiljeţena unutar mediteranske grupe, toĉnije izmeĊu 
pirenejskog S. alburnoides kompleksa (Portugal, Španjolska) koji pripada jednom od 
najkompleksnijih poliploidnih hibridogenetskih sistema poznatih u svijetu kralješnjaka 
(Collares-Pereira i Coelho, 2010., Boto i sur., 2011.), a sastoji se od hibridogenetskog hibrida 
S. alburnoides te dviju roditeljskih vrsta - S. pyrenaicus (juţni portugalski sljevovi) i S. 
carolitertii (sjeverni portugalski sljevovi). Squalius alburnoides kompleks ĉine diploidne 
(2n=50) i poliploidne (3n=75 i 4n=100) jedinke obaju spolova i razliĉitih jezgrinih genoma 
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(Pala i sur., 2009.). U prirodi prevladavaju triploidne jedinke koje se odrţavaju 
razmnoţavanjem s diploidnim roditeljskim jedinkama. Razmnoţavaju se aseksualnim 
hemiklonskim nasljeĊivanjem ili tzv. hibridogenezom, prilikom koje se u gamete prenosi 
samo jedna roditeljska kopija genoma. Drugi se genom odbacuje prije mejoze, a nadoknaĊuje 
se kriţanjem hibrida s roditeljskom vrstom koja sadrţi upravo taj genom. Squalius 
alburnoides jedna je od rijetkih aseksualnih vrsta kralješnjaka koja ukljuĉuje hibridne i 
fertilne ţenke i muţjake (Durand i sur., 2000., Alves i sur., 2002.). Na istom podruĉju 
Pirenejskog poluotoka primijećena je masivna introgresija S. aradensis genoma u jedinkama 
vrste S. alburnoides (Sousa-Santos i sur., 2006.).TakoĊer je dokazana hibridizacija izmeĊu 
vrsta Squalius koje pripadaju razliĉitim velikim filogenetiĉkim grupama. Tako je npr. u 
središnjoj Italiji zabiljeţena hibridizacija izmeĊu vrsta S. lucumonis (mediteranska) i S. 
squalus (S. cephalus grupa) (Gigliarelli i sur., 2013.). TakoĊer je zabiljeţena jednosmjerna 
introgresija cjelokupnog mitohondrijskog genoma vrste S. keadicus u dvjema populacijama S. 
peloponensis u Grĉkoj (Perea i sur., 2016.). Osim što pripadaju dvjema razliĉitim velikim 
filogenetiĉkim grupama (S. peloponensis pripada S. cephalus grupi, dok je S. keadicus dio 
mediteranske grupe), te su dvije vrste alopatrijske, a izolirane su još od srednjeg miocena 
(Sanjur i sur., 2003., Perea i sur., 2010.). Kod mediteranske vrste S. keadicus pronaĊen je i 
mtDNA koji ne odgovara onom od klenova (Durand i sur., 2000.).  
Hibridizacija izmeĊu vrsta razliĉitih rodova potvrĊena je analizom sekvenca cyt b gena 
kod vrste Scardinius dergle Heckel & Kner, 1858, gdje je pronaĊena sekvenca haplotipa vrste 
S. svallize. Introgresija mtDNA najvjerojatnije se dogodila u Buškom blatu kao posljedica 
izgradnje brane 1962. g., koja je vjerojatno zarobila obje vrste u jezeru ispod brane (Freyhof i 
sur., 2005.). Primorski klen (S. cephalus grupa) ĉesto formira hibride s vrstama Alburnus 
arborella Bonaparte, 1841 i A. albidus Costa, 1838 (Freyhof, 2011b.). Sliĉno, na Pirenejskom 
poluotoku primijećena je i hibridizacija izmeĊu invazivne vrste Alburnus alburnus Linnaeus, 
1758 i nativnih endemiĉnih vrsta S. pyrenacus i S. alburnoides (Almodóvar i sur., 2012.). 
2.5. Stupanj ugroţenosti i zaštita klenova u Hrvatskoj 
U Crvenu knjigu slatkovodnih riba Hrvatske uvršteno je 60 % slatkovodne ihtiofaune 
u Hrvatskoj (Mrakovĉić i sur., 2006.). Slatkovodne su ribe vrlo osjetljive na promjene 
staništa, zbog ĉega danas predstavljaju jednu od najugroţenijih skupina kralješnjaka, a kao 
glavni problem istiĉe se ograniĉen ţivotni prostor uz vrlo ograniĉenu sposobnost prelaska 
izmeĊu rijeĉnih sljevova. Rijeke predstavljaju otvorene povezane sustave, danas ĉesto 
prekinute i necjelovite s promijenjenim tokom, što uzrokuje nestanak staništa te onemogućuje 
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migracije od izvora prema ušću ili obrnuto, a od presudne je vaţnosti za opstanak vrsta. 
Promjene u sastavu populacije, smanjenje brojnosti i genske raznolikosti izmeĊu vrsta 
ukazuje na znaĉajnu i ĉesto dugotrajnu promjenu jednog ili više ĉimbenika. Najveći utjecaj na 
ihtiofaunu u Hrvatskoj vrši ĉovjek degradacijom staništa, melioracijama i regulacijama 
vodotokova, oneĉišćenjem, unosom alohtonih i prenesenih vrsta, ribarstvom, turizmom i 
klimatskim promjenama (Ćaleta i sur., 2015.).  
Rijeke jadranskog slijeva obiluju vodom u jesenjem i proljetnom razdoblju, ali ljeti 
mogu sasvim presušiti. Istarske se rijeke istiĉu relativno malim brojem riba i endema zbog 
dugotrajnog oneĉišćenja uzrokovanog antropogenim utjecajem, zbog melioracije, unosa vrsta 
te siromaštva trajnih vodotokova. Podruĉje Like bogato je stenoendemima, vrstama koje ţive 
na vrlo malom podruĉju. Dalmacija se izdvaja kao posebna ihtiološka regija koja zbog 
velikog broja endema predstavlja izrazito zanimljivo podruĉje hrvatske i europske ihtiofaune, 
što je ĉini znaĉajnim dijelom europske sveukupne bioraznolikosti. Dalmatinska je regija 
trenutno pod utjecajem brzih promjena zbog antropogenog utjecaja pa predstavlja posebno 
podruĉje od interesa. U primorskom dijelu Hrvatske, s naglaskom na Dalmaciju, prevelika su 
iscrpljivanja krških izvora, što bi u skorijoj budućnosti moglo ugroziti opstanak 16 endemskih 
slatkovodnih riba krških vodotokova (Mrakovĉić i sur., 2006.). 
U Direktivi o staništima iz 1992. g. na popis ţivotinjskih i biljnih vrsta od interesa za 
zajednicu ĉije oĉuvanje zahtijeva odreĊivanje posebnih podruĉja oĉuvanja uvrštene su vrste S. 
microlepis i S. svallize (Direktiva vijeća o oĉuvanju prirodnih staništa i divlje faune i flore, 
92/43/EEZ, Prilog II). Nadalje, Bernskom konvencijom (Zakon o potvrĊivanju konvencije o 
zaštiti europskih divljih vrsta i prirodnih staništa, Dodatak III, NN 6/2000) u Hrvatskoj su 
zaštićene vrste S. svallize, S. microlepis i S. illyricus. Za većinu Squalius vrsta populacijski je 
trend nepoznat, izuzev vrsta S. zrmanjae i S. janae sa stabilnim populacijskim trendom 
(Crivelli, 2006c., Freyhof, 2011a.). Kategorija ugroţenosti vrsta Squalius i stupanj njihove 
zaštite prikazani su u Tablici 3. 
Kategoriji najmanjeg stupnja zabrinutosti (LC) pripada vrsta S. squalus (Freyhof, 
2011b.), dok joj regionalni status nije poznat (Kottelat i Freyhof, 2007.). 
Vrsta S. janae je u kategoriji osjetljivih vrsta u Hrvatskoj s trenutno stabilnim 
populacijskim trendom. Lokalno je vrsta zastupljena u velikom broju, te za sada nema dokaza 
da se veliĉina populacije smanjuje. Iako trenutno ne postoji dokazana prijetnja za opstanak 
vrste, unos novih ribljih vrsta zajedno s povećanim periodom suša uslijed klimatskih 
promjena predstavljaju stvarnu potencijalnu prijetnju za ovu vrstu. Trenutno za ovu vrstu ne 
postoje odreĊeni konzervacijski planovi (Freyhof, 2011a.).  
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Vrsta S. microlepis pripada kategoriji ugroţenih vrsta. Vrlo je osjetljiva na promjene 
uvjeta staništa koji se mijenjaju zbog klimatskih promjena, oneĉišćenja krških vodotokova i 
ostalih, antropogenih utjecaja poput ujezerivanja, melioracije i sliĉno te unosa alohtonih vrsta. 
Izrazit je pad brojnosti makla primijećen u Prološkom blatu i Riĉini zbog pretjeranog broja 
babuški, šarana i grgeĉa. Osim toga, ima manju vrijednost u prehrani stanovništva (Ćaleta i 
sur., 2015.). Zbog toga je u posljednjih trideset godina primijećeno znatno smanjivanje 
njegove populacije, a trenutni je populacijski trend nepoznat (Mrakovĉić i sur., 2006., 
Crivelli, 2006a.).  
U Hrvatskoj vrsta S. illyricus pripada kategoriji gotovo ugroţenih vrsta zbog priliĉno 
uskog areala uzrokovanih pogoršanjem stanišnih uvjeta u Cetini i Krki, unosa alohtonih vrsta 
riba i oneĉišćenja staništa. Trenutno je populacijski status vrste nepoznat, ali smatra se da se 
populacija ne smanjuje zadnjih 10-ak godina (Crivelli, 2006b.). Do sada je za zaštitne mjere 
predloţeno stvaranje ihtioloških rezervata na podruĉjima obitavanja vrste te sprjeĉavanje 
unosa alohtonih vrsta, kao i sprjeĉavanje regulacije i pregraĊivanja vodotokova, posebno za 
rijeku Cetinu (Mrakovĉić i sur., 2006.).  
Vrsta S. zrmanjae spada u kategoriju gotovo ugroţenih vrsta (Crivelli, 2006c.). 
Smatralo se da vrstu ugroţavaju višestruki ĉimbenici poput oneĉišćenja vodotokova, gradnje 
akumulacijskih jezera, turizma, krivolova i unosa alohtonih vrsta radi sportskog ribolova 
(Mrakovĉić i sur., 2006.), meĊutim trenutno je vrsta stabilnog populacijskog trenda bez 
poznatih trenutnih prijetnji za vrstu (Crivelli, 2006c.). 
Vrsta S. svallize takoĊer pripada kategoriji osjetljivih vrsta u Hrvatskoj ĉiji je trenutni 
populacijski trend nepoznat (Crivelli, 2006d.). Do sada su primjećivane ekstremne fluktuacije 
broja subpopulacija zbog ograniĉenog areala, gubitka staništa i kontinuiranog zagaĊivanja 
staništa. Svalić je izuzetno osjetljiv na ljudske aktivnosti pa bi vrlo brzo mogao postati 
kritiĉno ugroţenom ili ĉak izumrlom vrstom (Mrakovĉić i sur., 2006.). Osim toga, prijetnju za 
opstanak vrste predstavlja i unos egzotiĉnih vrsta riba (Crivelli, 2006d.).  
Sitnoljuskavi klen, S. tenellus, spada u kategoriju ugroţenih vrsta. Nepoznatog je 
populacijskog trenda s vrlo uskim podruĉjem rasprostranjenosti. Najveća su mu prijetnja 
isušivanja koja će se uĉestalije dogaĊati zbog klimatskih promjena. Za ovu vrstu 
konzervacijski su planovi potrebni u vidu oĉuvanja i obnove staništa, te rukovanja istim 
(Freyhof i Kottelat, 2008.). 
Potrebno je naglasiti da je u zadnje vrijeme, zbog brze promjene specijaliziranih 
staništa na koje su endemi prilagoĊeni, upitan opstanak prirodnog rasporeda vrsta (Ćaleta i 
sur., 2015.). 
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Tablica 3. Status istraţivanih vrsta roda Squalius prema kategorijama ugroţenosti i stupnju zaštite  
Znaĉenje kratica: IUCN (eng. International Union for Conservation of Nature) - MeĊunarodni savez za oĉuvanje prirode; LC - najmanje 
zabrinjavajuća; NT - gotovo ugroţena; VU - osjetljiva; EN - ugroţena; CR - kritiĉno ugroţena vrsta 
 
Vrsta IUCN  
(IUCN, 2019.) 
Crvena knjiga HR 
(Mrakovĉić i sur., 
2006.) 
Pravilnik o strogo zaštićenim 
vrstama  
(NN 144/13, 73/16) 
S. janae VU  
(Freyhof, 2011a.) 
Nije na popisu Nije zaštićena 
S. squalus LC  
(Freyhof, 2011b.) 
Nije na popisu Nije zaštićena 
S. svallize VU  
(Crivelli, 2006d.) 
VU Nije zaštićena 
S. zrmanjae NT  
(Crivelli, 2006c.) 
VU Strogo zaštićene populacije iz 
Krupe i dijela Zrmanje u PP 
Velebit 
S. illyricus NT  
(Crivelli, 2006b.) 
VU Nije zaštićena 
S. tenellus EN  
(Freyhof i Kottelat, 
2008.) 
Nije na popisu Nije zaštićena 
S. microlepis EN  
(Crivelli, 2006a.) 
CR Strogo zaštićena vrsta 
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3. MATERIJALI I METODE 
3.1. Podruĉje istraţivanja 
Jadranski slijev zauzima 32% površine Hrvatske. Karakteriziraju ga rijeĉne doline, 
kanjoni u kršu, velika krška polja s rijekama ponornicama te bogate boĉate vode ušća velikih 
rijeka. Obiljeţja rijeka jadranskog slijeva jesu izoliranost i kratka duljina površinskih 
vodotokova te ĉesta povezanost sustavima podzemnih voda kroz koje dolaze znaĉajne 
koliĉine vode. Iako nadzemni dijelovi mogu potpuno presušiti tijekom ljeta, podzemni sustavi 
vodotoka i rezervoara u tim razdobljima ribama omogućuju preţivljavanje. Rijeke jadranskog 
slijeva siromašnije su vodom, većeg su pada i imaju malo pritoka u usporedbi s dugim 
rijekama crnomorskog slijeva (RiĊanović, 1983.).  
Primorsko-istarski bazen ĉine rijeka Soĉa te istarski, kvarnerski i gorsko-kotarski 
vodotokovi. Istarski je poluotok geološki vrlo heterogeno podruĉje koje se izmjeniĉno sastoji 
od vapnenca i trošnih pješĉanih flišnih podruĉja. Prilikom jakih kiša fliš erodira te se ispire u 
vodotokove. Poluotok ĉini hidrogeološku cjelinu s prirodno odvojenim sljevovima rijeka 
Dragonje, Mirne, Raše i Boljunšćice te slijevom zapadne i juţne obale Istre. Slijev Raše i 
Boljunšćice ĉini dio središnjeg istarskog flišnog bazena koji se većinom drenira preko 
Pazinĉice prema izvorima u desnu obalu rijeke Raše i priobalnog izvora Blaţ u Raškom 
zaljevu. Podruĉje krških karbonatnih stijena s kojeg dijelom voda otjeĉe prema istoĉnoj strani 
Istarskog poluotoka te dijelom prema krajnjem jugu, ĉini slijev zapadne i juţne Istre (Šafarek 
i Šolić, 2011.). Ihtiofauna istarskih rijeka nije nikada bila sustavno prouĉavana. Brojne su 
endemske vrste ugroţene zbog presušivanja vodotokova, utjecaja unesenih stranih vrsta riba, 
industrijskog oneĉišćenja i poljoprivrede. Zbog svega navedenoga, za ljetnih se mjeseci 
dogaĊaju pomori riba (Mrakovĉić i sur., 2006.). Najmanji je protok vode u razdoblju od 
srpnja do rujna, a najveći u sijeĉnju (Mirna), prosincu (Lika) i travnju (Rjeĉina i Gacka). 
Uoĉena je tendencija sniţenja minimalnih godišnjih vodostaja (Plan upravljanja vodnim 
podruĉjima, Dodatak II, NN 66/2016). 
U dalmatinski bazen ubrajaju se rijeke Zrmanja, Krka i Cetina i njihove pritoke, dok se 
u hercegovaĉki bazen ubrajaju Neretva i njezini pritoci. Najniţi su vodostaji od kolovoza do 
listopada kada dio manjih vodotokova presušuje, dok su najveći protoci zabiljeţeni u travnju, 
a rjeĊe u sijeĉnju i prosincu. Nisu uoĉene sustavne promjene minimalnih godišnjih vodostaja, 
ali je uoĉeno sniţenje najviših i srednjih godišnjih vodostaja na Neretvi (Metković), Cetini 
(Han) i Matici (Dusina) (Plan upravljanja vodnim podruĉjima, Dodatak II, NN 66/2016). 
Ovakvi specifiĉni ekološki i stanišni uvjeti, uz zanimljivu geološku prošlost, ĉine ovo 
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podruĉje središtem bioraznolikosti, uz izuzetno bogatstvo endemskih vrsta. Zrmanja, Neretva 
i Kupa plovne su rijeke.  
Ovim su istraţivanjem obuhvaćene rijeke jadranskog slijeva, a uzorkovanje je vršeno 
na sljedećim lokalitetima: Dragonja (DR), Mirna (MI), Borutski potok (BP), Pazinĉica (PA), 
Raša (RŠ), Boljunšćica (BO), Riĉica (Lika - LI), Zrmanja (ZR), Krka (KR), Visovac - Krka 
(VS), Vinalić - Cetina (VI), Ruda (RU), Prološko blato (PB), Vrljika (VR), Neretva (NE), 
Metković - Neretva (ME) i Ljuta (LJU). Osim na navedenim lokalitetima u Hrvatskoj, uzorci 
su prikupljani i na lokalitetima u BiH: Hutovo blato (HB), Trebišnjica (TR) i Ravno/Popovo 
polje (RA) (Slika 9).  
 
 
 
Slika 9. Istraţivani lokaliteti u Hrvatskoj i BiH 
1 - Dragonja, 2 - Mirna, 3 - Borutski potok, 4 - Pazinĉica, 5 - Raša, 6 - Boljunšćica, 7 - Riĉica 
(Lika), 8 - Zrmanja, 9 - Krka, 10 - Visovac/Krka, 11 - Vinalić/Cetina, 12 - Ruda, 13 - 
Prološko blato, 14 - Vrljika, 15 - Neretva, 16 - Metković/Neretva, 17 - Hutovo blato (BiH), 18 
- Trebišnjica (BiH), 19 - Ravno/Popovo polje (BiH), 20 - Ljuta 
 
41 
 
Na ovaj je naĉin obuhvaćen cjelokupan ili što veći dio areala svih istraţivanih vrsta, a za vrste 
predstavljene s većim brojem populacija uzorkovalo se na većem broju lokaliteta. Radi 
dostupnosti materijala i snaţnijeg utvrĊivanja filogenetiĉkih odnosa uvršteni su i dostupni 
uzorci iz rijeke Drave iz crnomorskog slijeva. Lokaliteti su izabrani na temelju prethodnih 
istraţivanja i literaturnih podataka o vrstama iz roda Squalius. Ukoliko je bilo moguće, na 
pojedinom je lokalitetu uzeto 12-15 uzoraka, meĊutim veliĉina uzorka na nekim je 
lokalitetima bila ograniĉena smanjenom dostupnošću.  
 
Rijeka Dragonja teĉe uz sjevernu granicu spoja tršćanskog i pazinskog flišnog bazena, 
a okruţena je planinama - sjeveroistoĉno Ćićarijom i istoĉno Uĉkom. Nastaje spajanjem 
nekoliko potoka u Sloveniji kod naselja Popeter te se proteţe na podruĉju sjeverozapadne 
Istre, a ulijeva se u Jadransko more u Piranskom zaljevu. Sveukupna slivna površina Dragonje 
iznosi 141 km
2, dok je duţina toka 26 km, od kojih je 12 km u Hrvatskoj. Rijeka je nastala 
spajanjem lijevog i desnog toka, koji se spajaju kod Škrlina, a nazivaju je još i Rokava. Lijevi 
tok ili Velika Rokava nastaje spajanjem više potoka u flišnom podruĉju kod Graĉišća, dok 
desni tok, Mala Rokava ili Pinjevec izvire podno Kocjanĉića. Dalje se Dragonja proteţe po 
široj dolini nizvodno uz rub bujskog krasa te se ulijeva u Savudrijsku valu Piranskog zaljeva. 
Dragonja ima brojne pritoke, od kojih je 18 desnih (najvaţniji je Pinjevec) i 13 lijevih 
(najvaţnija je Argila). Drugi su pritoci bujiĉnog karaktera. Ljeti ĉesto presušuje, a za vrijeme 
većih kiša poplavljuje okolno podruĉje. U donjem toku, ispod bujske ploĉe višestruki jaki i 
stalni izvori napajaju Dragonju. Donji je tok rijeke preusmjeren u umjetno korito potoka Sv. 
Odorik (Šafarek i Šolić, 2011.). Dragonja je duboko urezana u mekanu flišnu podlogu, a 
karakteriziraju je mnogobrojni brzaci, virovi, meandri, šljunĉare i slapovi kaskadnog tipa 
uslijed intenzivnijeg trošenja mekanih laporastih slojeva u odnosu na ĉvršće slojeve 
pješĉenjaka (Slika 10). Donji je tok velika naplavna ravnica melioriranih poljoprivrednih 
površina, gdje je Dragonja regulirana i preusmjerena u umjetno korito. Podruĉje uz rijeku je 
nenaseljeno. U rijeci prevladava karakteristiĉno vodeno raslinje, dok na većim šljunĉarama 
raste i vegetacija tipiĉna za krške travnjake većih visina (Bertoša i Matijašić, 2005.). 
Ribe su lovljene u donjem dijelu toka, 5 km uzvodno od ušća, kod graniĉnog prijelaza 
Poţane (Mlini), gdje još uvijek prevladava slatka voda.  
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Slika 10. Dragonja (Foto: preuzeto iz Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 2010.) 
 
Slijev Mirne proteţe se površinom od 541 km2 u zapadnom i središnjem dijelu Istre te 
obuhvaća planinsko podruĉje Ćićarije na sjeveru. S duţinom od 53 km, Mirna je najduţa 
površinska rijeka u Istri. Izvire u jugozapadnom dijelu ćićarijskog pobrĊa, podno Huma, a u 
Jadransko se more ulijeva blizu Novigrada. Na izvorištu rijeka stvara slapove preko kaskada, 
nakon ĉega pada u jezerce te nastavlja u gornji, kanjonski dio toka spuštajući se 11 km do 
doline u podnoţju Buzeta. Dalje je vrlo blagog pada pa je rijeka za vrijeme srednjeg vodostaja 
mirna, po ĉemu je vjerojatno dobila i naziv. Na izlasku iz kanjona u Mirnu utjeĉe Draga s 
kojom zajedno prolazi kroz Buzetsku dolinu (Slika 11). Nizvodno od Buzeta Mirna se širi u 
rijeĉnu naplavnu ravnicu kraj Istarskih toplica te nakon Motovunske šume teĉe gotovo ravnim 
kanalom sve do ušća kod Novigrada. Gornji je dio vodotoka reguliranog korita zbog 
poplavljivanja podruĉja (Šafarek i Šolić, 2011.). S desne strane pritjeĉu bujiĉni pritoci Draga i 
Reĉica (kod mosta u Buzetu), iza Kamenih vrata duţa rjeĉica Braĉana (8 km), u podnoţju 
Groţnjana i Brtonigle vodotokovi Belišica i Mulac te desetak povremenih bujiĉnih tokova. 
Lijevi su pritoci uglavnom manji bujiĉni protoci, a vodu donosi i vrlo razgranati slijev 
vodotoka Butonige (danas ujezeren u umjetnu vodoopskrbnu akumulaciju). Postoje i 
podzemni vodotokovi, od kojih su vaţni Sv. Ivan u Buzetu i najveći krški izvor Istarskog 
poluotoka - Gradole kod mosta Ponte Portona. Znaĉajan dovod vode podzemnim putem 
dolazi i iz izvora Bulaţ s karbonatnog podruĉja izmeĊu Istarskih toplica i Savudrije. 
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Podzemni je dovod vode uvjetovan tektonskim pukotinskim sustavima u vapnenaĉkim 
naslagama i vrlo sloţenom navlaĉnom graĊom Ćićarije, ljuskave strukture, što ĉini 
podjednaku veliĉinu površinskog i podzemnog slijeva. Upravo zbog toga, za vrijeme kiša 
dolazi do nepredvidivih velikih poplava (Bertoša i Matijašić, 2005.).  
Ribe su lovljene nizvodno kod utoka Butonige u Mirnu. 
 
 
 
Slika 11. Kanalizirani dio rijeke Mirne (Foto: Zoran Marĉić) 
 
Pazinĉica (Pazinski potok, Potok ili Fojba) je najduţa istarska ponornica sa stalnim 
vodotokom (Slika 12), smještena u središtu Istre. Duţina je glavnog vodotoka do toĉke 
poniranja oko 18 km uz pad od samo 35-50 m. Izvorište joj je na juţnim padinama Uĉke, iz 
triju potoka u zaleĊu Boruta. Potoci Lipa, Rakov i Borutski potok kod Cerovlja se spajaju u 
jednu rjeĉicu. Pazinĉica ima nekoliko (uglavnom) stalnih nadzemnih pritoka koji teku kroz 
fliš: Brestovicu, Toplicu, Lipu, Rakov potok i Frneţar te brojne povremene bujiĉne pritoke. 
Ponire u Pazinskoj jami na kontaktu vodonepropusne flišne podloge i vodopropusnih 
vapnenaca, nakon ĉega se ponovo pojavljuje na izvorima uz dolinu Raše. U geološkoj 
prošlosti Pazinĉica je nadzemno otjecala u Jadransko more kod Limske drage, pa je Limski 
kanal zapravo potopljeno ušće Pazinĉice (Šafarek i Šolić, 2011.). Zbog sve više plastiĉnog i 
drugog teško razgradivog antropogenog otpada, poniranje naplavljene vode sporije je u 
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odnosu na druge krške ponornice. Kemijsko oneĉišćenje rijeke uzrokovano je razliĉitim 
uljima i mazutom. Dio Pazinĉice kod Cerovlja ureĊenog je korita zbog poljoprivredne obrade 
okolnih podruĉja. Podruĉje je ponekad poplavljeno pa se planira dizanje brane i iskorištavanje 
akumulacije za elektroenergetske potrebe (Bertoša i Matijašić, 2005.).  
Ribe su lovljene kod mjesta Slavĉići i blizu mjesta Borut. 
 
 
 
Slika 12. Slap Zareĉki krov na Pazinĉici (Foto: Preuzeto iz Šafarek i Šolić, 2011.) 
 
Raša izvire u Ĉepićkom polju izmeĊu slijeva ponornica Pazinĉice i Boljunšćice, a 
dugaĉka je 23 km (Slika 13). Porjeĉje Raše iznosi 279 km2, a nekada je ukljuĉivalo i rijeku 
Boljunšćicu, no nakon regulacija vodotoka i izgradnje brane isušeno je i meliorirano 
nekadašnje jezero na Ĉepićkom polju koje je povezivalo Rašu s Boljunšćicom (Plan 
upravljanja vodnim podruĉjima, Dodatak II, NN 66/2016). Najsjeverniji izvor je Posterski 
potok koji izvire 300 m ispod Paza. Tok se širi u dolini Rakita na 25 m nadmorske visine, 
nakon ĉega Raša zaprima vode povremenih pritoka s fliškog podruĉja - Tupaljskog potoka 
(izvire istoĉno od Graĉišća) i Posterskog potoka. Nakon toga slijedi kanjonski dio rijeke 
usjeĉen u vapnence, gdje se i s desne i s lijeve strane ulijeva nekoliko povremenih pritoka. U 
Jadransko more Raša utjeĉe u Raškom zaljevu, gdje plimni val utjeĉe na pojavu boĉate vode u 
donjem dijelu toka (Boţiĉević i Matijašić, 2005.). Rijeka Raša donosi velike koliĉine 
sedimenta iz flišne unutrašnjosti Istre kojim zatrpava svoje ušće. Cijeli je tok Raše danas 
melioriran pa se to podruĉje koristi za poljodjelstvo (Šafarek i Šolić, 2011.). 
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Ribe su lovljene kod mjesta Šilci (Barišići) u blizini Potpićna. 
 
 
 
Slika 13. Rijeka Raša (Foto: Perica Mustafić) 
 
Rijeka Boljunšćica (ili Boljunĉica) smještena je u sjevernoistoĉnom dijelu unutrašnje 
Istre (Slika 14). To je mala rijeka povremenog vodotoka. Porjeĉje zauzima površinu od 230 
km
2, dok duţina glavnog vodotoka iznosi 33 km (Plan upravljanja vodnim podruĉjem, 
Dodatak II, NN 66/2016). Glavni je dotok vode iz Lupoglava i zapadnih obronaka planine 
Uĉke koji se spajaju kod Boljunskog polja. Izvori vodotokova su na 360 i 930 m nadmorske 
visine, a najniţa je toĉka na podruĉju Ĉepićkog polja, iz kojeg se rijeka prokopanim tunelom 
ulijeva u Plominski zaljev. Boljunšćica je nekada utjecala u rijeku Rašu preko Ĉepićkog 
jezera. Kod Letaja je 1970. g. izgraĊena betonska brana te je stvorena akumulacija (Boţiĉević, 
2005.). 
Ribe su lovljene ispod Boljuna. 
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Slika 14. Rijeka Boljunšćica (Foto: Perica Mustafić) 
 
U sjeverozapadnom dijelu Dalmacije, s površinom od 1379 km2, nalazi se slijev 
Zrmanje. Rijeka Zrmanja dugaĉka je 69 km te vijugavo prolazi kroz polja i kanjone. Izvire iz 
vrela jedinstvena oblika u juţnom dijelu Like podno planine Poštak, na nadmorskoj visini od 
325 m. Od izvora do Kravljeg mosta ima stalan tok nakon ĉega zapoĉinje zona poniranja kroz 
manja krška polja i brojne kanjone te prolazi kroz Mokro polje, Ervenik i Ţegarsko polje. U 
zapadnom kraju Mokrog polja velike koliĉine vode nestaju u podzemlju, što u ljetnim 
mjesecima rezultira izrazito niskim vodostajem, pa i potpunim presušivanjem korita rijeke. 
Nakon prolaska kroz polja, podno Paninog kuka u Zrmanju se ulijeva Krupa, najznaĉajniji 
pritok. Dalje se tok Zrmanje nastavlja jugozapadno sve do Novigradskog mora, gdje se 12 km 
nizvodno od Obrovca ulijeva u Jadransko more. Ljeti, u vrijeme niskog vodostaja more moţe 
doći ĉak uzvodno od Obrovca. Najveći dio vode dolazi iz planine Poštak, ali znatan priljev 
dolazi iz vrela i pritoka te iz voda koje poniru na rubovima polja kod Graĉaca. U slijevu 
Zrmanje tlo se uglavnom sastoji od vapnenca i dolomita. Najveće su koliĉine vode u kasnu 
jesen, zimi i u proljeće. U srednjem dijelu tijekom ljeta Zrmanja presuši, dok se donji tok 
opskrbljuje vodom iz pritoka. U geološkoj je prošlosti Zrmanja nadzemno otjecala u Krku 
(Boţiĉević, 1992.), s kojom je danas podzemno povezana na njezinom središnjem dijelu, pa 
govorimo o zajedniĉkoj ihtiocenozi tih rijeka (Mrakovĉić i sur., 2006.). Na rijeci je sredinom 
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prošlog stoljeća sagraĊena reverzibilna hidroelektrana Velebit. Kroz ĉeliĉnu se cijev voda 
pušta iz hidroakumulacijskog jezera Riĉica i ulijeva se u akumulaciju na Zrmanji. U ovom se 
dijelu ulijeva i rjeĉica Dobarnica (Boţiĉević, 1992.). Ihtiofauna rijeke Zrmanje i pritoka slabo 
je istraţena, a polovica pronaĊenih vrsta pripada endemima. Krivolov i sve veći razvoj 
turizma ugroţavaju obitavajuće vrste, a dodatnu prijetnju predstavlja planirana izgradnja 
novih akumulacija (Mrakovĉić i sur., 2006.). 
Ribe su lovljene u Zrmanji kod mjesta Ogari, na kraju kanjonskog dijela rijeke (Slika 
15), te u jezeru Štikada u koji se ulijevaju sve okolne vode s kojima je rijeka povezana 
kanalom rijeke Riĉice kod Graĉaca i podzemnim tunelom rijeke Otuĉe. 
 
 
 
Slika 15. Rijeka Zrmanja (Foto: Zoran Marĉić) 
 
Slijev rijeke Krke prostire se površinom od 2657 km2 na teritoriju Hrvatske i BiH. 
Krka je dugaĉka 72,5 km, od ĉega je 49 km slatkovodni, a 23 km boĉati vodotok. Rijeka Krka 
smještena je u Dalmaciji na podruĉju Šibensko-kninske ţupanije, a okruţena je planinskim 
masivima Velebita, Dinare, Svilaje i Mosora. Glavni izvor Krke nalazi se u podnoţju Dinare, 
u blizini Knina ispod slapa Topoljskog buka, kojim se rijeka Krĉić ulijeva u Krku. Dalje 
prolazi kroz Kninsko, Petrovo i Kosovo polje - gdje se ulijevaju znaĉajni pritoci Kosovĉica i 
Orašnica. Nizvodno od Kninskog polja ulijeva se najizdašniji pritok Butišnica (39 km), a kod 
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Skradinskog buka utjeĉe rijeka Ĉikola (s Vrbom - 37,8 km). Nizvodno od Skradinskog buka 
tok je Krke pod utjecajem mora s boĉatim izvorima. Najveći izvori podzemnih tokova jesu 
Miljacka i Jaruga u kanjonskom dijelu toka Krke, te Torak u kanjonu rijeke Ĉikole. Kroz 
podzemni izvor Miljacke Krka dobiva vodu od porjeĉja Zrmanje, što ljeti u uvjetima niskog 
vodostaja uzrokuje presušivanje dijela toka rijeke Zrmanje (od Mokrog polja do vrela Crnog 
bunara). U potopljenom dijelu ušća ulijeva se Guduĉa. Dio vode dolazi podzemnim putem iz 
dinarskog zaleĊa BiH (Grohovo polje). Na izlazu iz polja Krka ulazi u kanjon gdje nakupljene 
sedrene barijere stvaraju brojne kaskade na kojima se formiralo više velikih slapišta, od kojih 
je najpoznatiji Skradinski buk. Izdizanje slapova, Visovaĉkog jezera i ostalih nakupina vode u 
kanjonskim dijelovima uzrokovalo je stvaranje sedrenih naslaga u postwürmskom razdoblju, 
koje se nastavlja i danas. Dio toka Krke od Knina do Skradina proglašen je nacionalnim 
parkom i pripada svjetskoj prirodnoj baštini pod zaštitom UNESCO-a (United Nations 
Educational, Scientific and Cultural Organization). Skradinski buk usporava tok rijeke 
stvarajući Visovaĉko jezero, gdje se razvila prava moĉvarna vegetacija (Slika 16). Na kraju 
Visovaĉkog jezera u Krku se ulijeva rijeka Ĉikola. Poslije Skradinskog buka kanjon se suţava 
do Skradina pa se opet širi u Prokljansko jezero iz kojeg se nastavlja kanjonom. Krka se u 
Jadransko more ulijeva kod Šibenika. Ušće se proteţe od Šibenika do Prokljanskog jezera, a 
nastalo je nakon otapanja ledenog pokrova u würmskom periodu u pleistocenu, kada je došlo 
do podizanja morske razine i potapanja današnje jadranske obale (Šafarek i Šolić, 2011.). 
Prirodni i krški fenomen rijeke Krke ĉini sedam sedrenih slapova - Bilušića buk (22,4 m), 
Brljan ili Ćorića buk (oko 22 m), Manojlovac (32 m), Rošnjak (8 m), Miljacka (24 m), Roški 
slap (22,5 m) i najpoznatiji Skradinski buk (47,5 m), koji se s duţinom od 800 m i širinom 
200 do 300 m smatra najvećim sedrenim slapištem u Europi. Od svih slapova, jedino se 
Bilušića buk ne iskorištava za hidroenergiju. Na rijeci je sagraĊeno pet hidroelektrana - HE 
Jaruga ispod Skradinskog buka (danas dio Nacionalnog parka Krka), HE Miljacka 15 km 
nizvodno od Knina, HE Golubić na pritoci Butišnici, MHE (mala hidroelektrana) Roški slap 
na poloţaju Roškog slapa i MHE Krĉić u blizini Knina (Šafarek i Šolić, 2011.). Ihtiofauna 
rijeke Krke slabo je istraţena, a posebno je zanimljiva zbog velikog broja endemskih vrsta. 
Unesene vrste riba radi sportskog ribolova - poput kalifornijske pastrve, šarana i lipljana, te 
gambuzije radi suzbijanja komaraca ugroţavaju opstanak endemskih vrsta. Hidroelektrane 
mijenjaju prirodne uvjete i negativno utjeĉu na populacije riba. Osim toga, otpadne gradske 
industrijske vode iz Drniša i Knina te marina u Skradinu, unutar nacionalnog parka, dodatno 
ugroţavaju populacije riba (Mrakovĉić i sur., 2006.). 
 Uzorci su prikupljani u moĉvarnom podruĉju kod manastira Krka i u jezeru Visovac. 
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Slika 16. Jezero Visovac (Foto: Zoran Marĉić) 
 
Slijev rijeke Cetine pokriva površinu od ukupno 4145 km2. S duţinom od 104 km, 
Cetina je smještena u središnjem dijelu krškog priobalnog dijela Hrvatske. Glavni izvor 
Cetine, Modro oko Glavaševa vrela (vrelo Cetine ili Milaševo jezero) nikada ne presušuje, a 
smješten je na jugozapadnim obroncima Dinare, u blizini Vrlike na 382 m nadmorske visine 
(Barić i sur., 2000.). U gornjem dijelu toka Cetina teĉe kroz više spojenih krških polja - 
Cetinsko, Koljansko, Ribariĉko, Hrvataĉko i Sinjsko polje. Glavninu vode rijeka dobiva u 
središnjem dijelu Cetinskog polja iz brojnih vrela smještenih na sjeverozapadnom dijelu polja 
(Štambuk-Giljanović, 2002.). Koljansko i Ribariĉko polje potopljeni su ogromnom 
akumulacijom Peruĉa, koja je potopila preko 20 km rijeke i okolnih predjela. Prirodni se tok 
vraća na ulasku u Hrvataĉko polje, gdje je Cetina izloţena naglim oscilacijama vodostaja, 
ovisno o propuštanju vode kroz branu Peruĉa. U Sinjskom su polju usjeĉeni mnogi 
melioracijski kanali s moĉvarnim obiljeţjima. Od Trilja rijeka prelazi u kanjonsko podruĉje. 
Prvi je dio kanjona znatno izmijenjen zbog izgradnje hidroelektrane Đale i akumulacije 
Pranĉevići, dok se nešto uzvodnije vraća u svoj prirodni tok. Nakon toga se rijeka proširuje 
kod naselja Blato na Cetini (Slika 17), nakon ĉega se opet nastavlja u kanjonu. Kanjon Cetine 
proglašen je znaĉajnim krajobrazom 2017. g. (NN 4/2017). Nakon slapa Gubavice tok se 
smiruje u rijeĉnoj dolini prema ušću u gradu Omišu. Rijeka je slabo razvedena, s manjim 
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brojem pritoka - Rumin, te juţnije Grab i Ruda. Juţniji su pritoci glavna veza s Livanjskim i 
Duvanjskim poljem te Buškim blatom, a dijelom i Kupreškim i Glamoĉkim poljem u BiH. 
Zbog nagiba terena s kojeg oborine mogu pritjecati u Cetinu, znatan dio vode utjeĉe 
podzemnim putem iz snaţnih i stalnih vrela koja donose vodu iz visokih polja BiH, zbog ĉega 
rijeka nikad ne presušuje. Cetina ponire i napaja krške izvore u priobalju (Jadro, Ţrnovnica, 
Studenac, vrulja Duboka) (Šafarek i Šolić, 2011.). Zbog povezanosti vodenih sustava te 
miješanja slatke i slane vode kod ušća, Cetina obiluje bogatom ihtiofaunom, od kojih je 
većina endemskih vrsta (Mrakovĉić i sur., 2001.). Zbog znatne koliĉine vode Cetina je 
pogodna za hidroenergetsko iskorištavanje. Izgradnja hidroelektrana na Cetini zapoĉinje 
krajem 19. st., od kada je izgraĊeno pet hidroelektrana - HE Kraljevac, HE Peruĉa, HE 
Zakuĉac, HE Orlovac, HE Đale, što je u potpunosti promijenilo prirodno otjecanje voda i 
poremetilo vodni reţim te je utjecalo na degradaciju krajobraza, podizanje razine podzemnih 
voda (Sinjsko polje), pojavu klizišta na obali i isušenje donjega toka iza brane Pranĉevići. 
Prirodna su korita potopljena, a promijenjena je i obala na ušću. Zbog toga Cetina više nema 
svoj prirodni tok, kao ni raspored flore i faune. Promjene uvjeta staništa osiromašile su riblji 
fond i mnoge populacije biljaka i drugih ţivotinja. Osim toga, sprijeĉena je uzvodna i 
nizvodna migracija riba, a ponegdje se gubi povezanost s podzemnim dijelom toka. Posljedice 
nisu sustavno istraţivane, ali je primijećen porast ciprinidnih u odnosu na salmonidne vrste 
(Miletić, 2014.). Unos vrsta, dijelom radi sportskog ribolova, dodatno povećava opasnost za 
autohtonu ihtiofaunu Cetine. Poseban problem predstavlja babuška (Carassius gibelio Bloch, 
1782) koja remeti strukturu endemskih populacija riba (Popović, 1985., Duplić, 2008.). 
Uzorci su prikupljani u gornjem toku rijeke kod sela Vinalić, prije Peruĉkog jezera. 
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Slika 17. Postaja Blato na Cetini (Foto: Siniša Vajdić)  
 
Rijeka Ruda smještena je u Sinjskom polju (Slika 18). Izvire kod mjesta Ruda, a u 
Cetinu se ulijeva na juţnom kraju Sinjskog polja, sjeverno od grada Trilja. S lijeve strane 
pritjeĉe rjeĉica Grab s kojom se Ruda ulijeva u Cetinu. To je glavna poveznica Cetine s 
visokim bosanskohercegovaĉkim poljima, odakle Cetina prima većinu svoje vode. S desne 
strane utjeĉe rjeĉica Ovrlja. Izvorišni kanjonski dio rijeke proglašen je znaĉajnim krajobrazom 
Republike Hrvatske 2002. g . U izvorišnom dijelu rijeke smještena je hidroelektrana Orlovac 
(Šafarek i Šolić, 2011.). 
 Uzorkovanje je vršeno nizvodno od HE Orlovac. 
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Slika 18. Ruda, vaţan pritok Cetine (Foto: preuzeto iz Šafarek i Šolić, 2011.) 
 
Sjeverozapadni se dio tipiĉno krškoga Imotskoga polja, smještenog u srednjem dijelu 
Dalmatinske zagore, u zaleĊu Biokovske kose na oko 250 m nadmorske visine, povremeno 
pretvara u jezero. Na tom se poplavnom podruĉju stalno zadrţava jezero Prološko blato, 
zaštićeno kao znaĉajan krajolik 1971. g. (Bralić, 1995.). Prološko je blato podzemnim vodama 
povezano s Buškim blatom u BiH (Šafarek i Šolić, 2011.).  
Vrljika predstavlja najvaţniji vodotok Imotskog polja. Izvire iz snaţnog vrela Opaĉac, 
a od Kamenmosta teĉe kao rijeka Matica. Tipiĉna je ponornica krških polja koja ponire na 
kraju polja i ponovno se pojavljuje u BiH kao rijeka Tihaljina koja se preko Trebiţata ulijeva 
u Neretvu. Duţina rijeke iznosi 70 km. U Vrljiku se ulijeva kanal Sija iz Prološkog blata, te 
lijevi pritoci Šipovaĉa, Grudska rijeka i Vrljika-Glavina (Štambuk-Giljanović, 1998.). 
Izvorište rijeke Vrljike do mosta na Perinuši proglašeno je 1971. g. posebnim ihtiološkim 
rezervatom.  
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 Sakupljanje jedinki roda Squalius izvršeno je u Prološkom blatu i Vrljici kod 
Runovića (Slika 19 i Slika 20). 
 
 
 
Slika 19. Prološko blato u Imotskom polju (Foto: Marko Ćaleta) 
 
 
 
 
Slika 20. Rijeka Vrljika (Foto: Zoran Marĉić) 
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Porjeĉje rijeke Neretve zauzima ukupnu površinu od 10520 km2, a najvećim se 
dijelom prostire u BiH, dok samo 280 km
2
 pripada Hrvatskoj. Neretva je najduţa rijeka 
jadranskog slijeva i primorskoga krškog podruĉja. Duţina rijeke iznosi 215 km, od ĉega samo 
22 km protjeĉe juţnom Hrvatskom u kojoj rijeka tvori široku deltu ulijevajući se u more. Oko 
2600 ha površine pod zaštitom je kao poseban ihtiološki i ornitološki rezervat (Štambuk-
Giljanović, 1998.). Izvor se nalazi u BiH na 1095 m nadmorske visine, ispod planina 
Zelengore i Lebršnik. U svom planinskom dijelu Neretva teĉe kanjonom. U Hrvatskoj teĉe 
kroz aluvijalnu dolinu s gornjim tokom do Konjica, srednjim do Poĉitelja, te donjim tokom od 
Poĉitelja - poznatim pod nazivom Donja Neretva (Štambuk-Giljanović, 1998.). Kod Opuzena 
se Neretva raĉva u 12 rukavaca, od kojih je najveći Mala Neretva, gdje ĉini prostranu deltu s 
kojom utjeĉe u Neretvanski kanal (Bolić, 1992.). U svom donjem toku Neretva je tipiĉna 
nizinska rijeka s vijugavim tokom, te zaostalim rukavcima i jezerima. Manji se pritoci spajaju 
u gornjem dijelu toka, gdje velika planinska rijeka usporava svoj tok i nakon što primi pritoke 
(Repešnicu, Šišticu, Rakitnicu, Konjiĉku bijelu i Konjiĉku ljutu s desne strane, te LaĊanicu, 
Ţupski krupac, Bukovicu i Bijelu s lijeve strane) postaje tipiĉna rijeka ravniĉarskog tipa. 
Nakon prolaza kroz grad Konjic Neretva prima pritok Trešanicu s kojim se širi u Jablaniĉko 
jezero, u koje dolaze vode iz Neretvice, Bašćice, Rame, Kraljušĉice i drugih. Nizvodno od 
Jablanice, kod Dreţnice prima Dreţanku s kojom stvara Salakovaĉko jezero, a na putu do 
ušća rijeka prima još pritoke Mostarsku bijelu prije Mostara s kojom se širi u Mostarsko 
jezero, te Bunu nakon prolaza kroz grad. U donjem se dijelu Neretve ulijevaju manji pritok 
Bregava i veliki pritoci Trebiţat i Trebišnjica. Trebiţat donosi vodu posuške Riĉine, imotske 
Suvaje i Vrljike i ljubuške Tihaljine i Mlade, od koje se jedan dio odvaja prema Rastoĉkom 
polju, a odatle podzemno izvire u Vrgorskom polju u kojem prikuplja vodu s kojom se 
zajedno slijeva u Baćinska jezera. Trebišnjica prima vodu iz Ravnog polja te se djelomiĉno 
ocjeĊuje u Neretvu. Nizvodno, Neretva prima Krupu koja istjeĉe iz Deranskog jezera 
Hutovog blata i od te toĉke rijeka je plovna (Štambuk-Giljanović, 1998.). Nizvodno od 
Metkovića Neretva prima vodu iz pritoka Norin i Matica kod Opuzena (Slika 21).  
Površina slijeva donjeg toka Neretve zauzima 5581 km2 (Bolić, 1992.). Tu se nalaze i 
aluvijalna podruĉja, od kojih su najveća Baćinska jezera. Velik se broj izvora nalazi na 
kontaktu aluvijalne doline i vapnenaĉkog oboda. Izvori su posljedica podzemnih tokova u 
kršu koji uglavnom donose vodu iz hercegovaĉkog porjeĉja Neretve, a djelomiĉno iz 
Vrgorskog polja. Zbog nepovoljnih hidrografskih prilika na cijelom podruĉju ljeti je mali 
dotok vode iz izvora (Štambuk-Giljanović, 1998.). 
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Slika 21. Geografski poloţaj slijeva Neretve (preuzeto iz Štambuk-Giljanović, 1998.) 
 
Delta Neretve uvrštena je u Ramsarski popis svjetski znaĉajnih moĉvarnih podruĉja 
1993. g. Moĉvarna su podruĉja u ovom kraju prirodno oĉuvana i vrlo vaţna za biološku i 
krajobraznu raznolikost, ali i vrlo osjetljiva zbog izuzetnog antropogenog utjecaja. Preobrazba 
moĉvarnih podruĉja u poljoprivredna podruĉja utjecala je na degradaciju voda, šuma i 
cjelokupne bioraznolikosti toga kraja. Tako je sredinom 20. st. polovica ovog podruĉja 
meliorirana, a potpuno su degradirana Donjoneretvanska blatija, dotadašnje najveće moĉvarno 
podruĉje hrvatskog primorja, stanište mnogobrojnim ribama i pticama (Mrakovĉić i sur., 
2006.). Osim toga, pretjerani lov i ribolov, ĉesto bez ikakve kontrole i uz korištenje svih 
raspoloţivih sredstava, ima negativan uĉinak na ihtiofaunu ovog podruĉja, što se oĉituje u 
smanjenim populacijama ili ĉak nestanku pojedinih vrsta. Dodatni problem predstavlja i pet 
izgraĊenih hidroelektrana na podruĉju BiH, ĉija je posljedica djelovanja poremećaj vodnog 
reţima. Gradske i industrijske otpadne vode te industrija aluminija u Mostaru dodatno 
ugroţavaju i smanjuju kvalitetu staništa. Ovo je podruĉje vrlo vaţno stanište za rast riblje 
mlaĊi, kao i za migracije anadromnih i katadromnih riba (Mrakovĉić i sur., 2002.). U Neretvi 
ţivi 18 endema jadranskog slijeva i tri hrvatska endema. Zbog promjene prirodnih staništa i 
regulacija vodotokova većina bi endemskih vrsta mogla nestati (Mrakovĉić i sur., 2006. ). 
Uzorci su prikupljani u blizini grada Metkovića i kod utoka Krupe u Neretvu koja 
donosi vode iz Hutovog blata (Slika 22). Na postaji u Metkoviću obala je betonirana, a dno je 
muljevito s nešto pijeska i šljunka i dosta vodenog bilja.  
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Slika 22. Rijeka Neretva (Foto: Zoran Marĉić) 
 
Na jugu Hercegovine, u donjem dijelu toka Neretve, smjestilo se malo i plitko 
moĉvarno podruĉje Hutovog blata (Slika 23). To je tipiĉna moĉvara submediteranskog tipa, 
otvorenog sustava jezera i potoka, s bujnom vegetacijom tršĉaka i vlaţnih livada. Podruĉje je 
moĉvare, zbog svojih prirodnih specifiĉnosti i velike bioraznolikosti i ljepote, 1995. g. 
proglašeno parkom prirode, a 2001. g. upisano je u Ramsarsku konvenciju kao moĉvarno 
podruĉje od meĊunarodnog znaĉaja. Osim toga, jedno je od najvaţnijih zimovališta ptica. 
Hutovo blato zauzima površinu od oko 74 km2 , s nadmorskom visinom od 1 do 143 m. 
Izdvojene su dvije geomorfološke cjeline - Deransko ili Gornje blato i Svitavsko ili Donje 
blato. Gornje blato ĉini pet manjih jezera meĊusobno povezanih jarugama - Deran, Orah, 
Drijen, Jelim i Škrka. Donje blato ili Svitavsko jezero umjetna je akumulacija nastala krajem 
70-ih godina 20. stoljeća izgradnjom reverzibilne hidroelektrane Ĉapljina. Većina je jezera i 
potoka plitko (1-5 m) i s muljevitim dnom, a nalaze se ispod površine mora (kriptodepresije). 
Najdublje je jezero Jelim, s dubinom do 17 m. Površinske se vode i krške ponornice slijevaju 
u udoline i depresije te osiguravaju visoku razinu podzemne vode koja utjeĉe na pojavu 
stalnih izvora i vrela (preuzeto sa sluţbene internet-stranice parka: http://hutovo-blato.ba/o-
parku/). Rijeka Krupa ĉini glavni vodotok Hutova blata te odnosi vodu iz Gornjeg i Donjeg 
blata u rijeku Neretvu. Duţina rijeke Krupe iznosi 9 km, dok je prosjeĉna dubina do 5 m. 
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Krupa ne izvire nego istjeĉe iz Deranskog jezera. Specifiĉnost je rijeke Krupe tok u oba 
smjera, od „izvora“ prema ušću i obrnuto, zbog visoke razine i velikog protoka vode kada 
rijeka Neretva potisne Krupu.  
Vode su Hutovog blata preko rijeka Krupe i Neretve povezane s Jadranskim morem. 
Znatno isušivanje tla prije 60-ak godina i pretvaranje donjeg dijela Moĉvare (Svitave) u 
akumulaciju imalo je znaĉajan negativan utjecaj na ihtiofaunu Hutovog blata. Urbanizacija, 
turizam, poljoprivreda i planirani hidrološki zahvati predstavljaju prijetnju oĉuvanja 
bioraznolikosti. Unos alohtonih vrsta zbog povećanja ekonomske vrijednosti moĉvare i 
okolnih voda prijeti ugroţavanju autohtonih ribljih populacija i ekosustava u cjelini 
(Glamuzina i sur., 2001.). Od klenova u Hutovom blatu ţivi endemski svalić, S. svallize, kao 
rezidentna vrsta s 2,47% zastupljenosti (Tutman i sur., 2012.), dok se rjeĊe mogu naći i 
migratorni S. cephalus i S. sp. o kojem nema podataka (Zupanĉiĉ, 2008.).  
 
 
 
Slika 23. Kanal u Hutovom blatu (Foto: A. Šedivá) 
 
Trebišnjica je ponornica na podruĉju BiH, Crne Gore i Hrvatske, gdje se ulijeva u 
Neretvu u donjem dijelu toka. Rijeka Trebišnjica predstavlja sloţen sustav površinskih i 
podzemnih tokova (Slika 24) ukupne duţine od 187 km, od ĉega je nadzemni dio toka 
dugaĉak 96,5 km. Rijeka potjeĉe iz toka Mušnice koja prolazi kroz jezero Klinje i dalje kroz 
naselja, te iz toka Graĉanice koja teĉe kroz Gataĉko polje, nakon ĉega se spaja s Mušnicom 
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blizu SrĊevića te se kratko pojavljuje u Fatniĉkom polju, pod imenom Fatniĉka rijeka. Poslije 
30 km podzemnog toka Trebišnjica se u svojem srednjem toku ponovo pojavljuje kod Bileće, 
gdje izvire jakim vrelom na 398 m nadmorske visine. Nakon prolaza kroz Trebinjsko polje 
ponovno ponire u naselju Gorica. Nastavlja dalje kroz grad i sela do najvećeg balkanskog 
krškog polja - Ravnog (Popova) polja na nadmorskoj visini od 220 do 240 m. Nakon Ravnog 
polja rijeka se pojavljuje u tri toka - u Ĉapljini kod donjeg toka Neretve, zatim teĉe kao serija 
podvodnih voda i izvora (vrulja) u blizini Slanog u Hrvatskoj te tok kod pećine Gruţ blizu 
Dubrovnika. U srednjem i donjem dijelu toka nalaze se dva akumulacijska jezera, Bilećko i 
Goriĉko jezero. Trebišnjica se podzemno povezuje s Omblom s kojom utjeĉe u Jadransko 
more u blizini Dubrovnika (Glamuzina i sur., 2011.). 
 
 
 
Slika 24. Geografski poloţaj (i današnji izgled) rijeke Trebišnjice (preuzeto iz Bonacci, 
2004.) 
 
Na Trebišnjici su od sedam planiranih izgraĊene ĉetiri hidroelektrane - HE Trebinje I, HE 
Trebinje II, PHE Ĉapljina i HE Dubrovnik. Izgradnja hidroelektrana izazvala je promjene 
prirodnog reţima voda ovog podruĉja, nakon ĉega je Trebišnjica izgubila status najduţe rijeke 
ponornice na svijetu. Radi oĉuvanja vode od poniranja i razlijevanja, 1978. g. betonirano je 67 
km rijeĉnog korita (od Trebinja do sjeverozapadnog kraja Ravnog polja u blizini Hutova), pri 
ĉemu je rijeka izgubila oko 10 km svoje duţine, zbog ĉega su nestali mnogi ponori. 
Regulacija Trebišnjice, zbog razvijene poljoprivrede na oranicama Ravnog polja, utjecala je 
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na gubitak bujiĉnog karaktera toka rijeke te na izravnavanje korita. Tome su najviše 
pridonijeli izgradnja brane Granĉarevo i Bilećke akumulacije (Boţiĉević, 1992.). 
Uzorci su prikupljani na kanaliziranom dijelu rijeke i u Ravnom (Popovom) polju 
(Slika 25 i Slika 26). 
 
 
 
              Slika 25. Kanalizirani tok rijeke Trebišnjice (Foto: L. Pialek) 
  
 
 
Slika 26. Ravno polje kroz koje prolazi rijeka Trebišnjica (Foto: I Trklja) 
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Ljuta je najjuţnija hrvatska rijeka ponornica, a teĉe u Konavlima u Dubrovaĉko-
neretvanskoj ţupaniji. Izvorište joj se nalazi u Konavoskim brdima, u blizini istoimenog sela, 
a povezano je s ponorima Trebišnjice na podruĉju Ravnog polja. U Konavoskom polju spaja 
se s Konavoĉicom s kojom zajedno i ponire (Šafarek i Šolić, 2011.). Ĉitavo podruĉje rijeke 
Ljute 1975. g. ulazi u registar posebno zaštićenih objekata prirode (današnji zaštićeni 
krajobraz) (Rješenje Republiĉkog zavoda za zaštitu prirode, reg. broj 353; Sluţbeni glasnik 
br. 6/1975.). 
Uzorkovanje je vršeno kod utoka Konavoĉice u Ljutu (Slika 27).  
 
 
 
Slika 27. Rijeka Ljuta (Foto: Perica Mustafić) 
 
3.2. Prikupljanje uzoraka 
 Uzorci su prikupljani metodom elektroribolova radi preţivljavanja riba bez trajnih 
posljedica i uz vrlo brz povratak u prirodno stanište, što je pogodno za istraţivanje endemskih 
i ugroţenih vrsta. Osim toga, metoda je vrlo efikasna i slabije selektivnosti s obzirom na 
veliĉinu jedinki, a u kratkom se vremenu ulovi zadovoljavajući i reprezentativan uzorak. 
Manja selektivnost omogućuje zastupljenost predstavnika obaju spolova i svih starosnih 
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skupina. Na taj se naĉin uzima znatno manji uzorak, što je osobito vaţno za ulov endemiĉnih i 
ugroţenih vrsta.  
 Metoda elektroribolova provodi se uz pomoć elektriĉnog polja kako bi se ulovile ribe 
(Snyder, 2003.). Elektroribolovni sustav sastoji se od izvora struje, pretvaraĉa i elektroda. 
Izvor struje proizvodi dvofaznu ili trofaznu izmjeniĉnu struju, koja se pretvaraĉem pretvara u 
istosmjernu struju. Elektrodama se provodi strujni tok kroz vodu, stvarajući elektriĉno polje 
koje mora biti dovoljno jako kako bi kod riba izazvalo ţeljeni odgovor, a da ne doĊe do 
ozljede. Dva su tipa elektroda - pozitivna anoda koja izgleda kao obruĉ s mreţom na koji se 
nastavlja dugi ebonitni štap pomoću koje se love ribe, te negativna katoda koja se uranja u 
vodu. Ribe koje se naĊu unutar elektriĉnog polja privremeno se umrtve zbog pojave 
galvanotaksije i nekontrolirane mišićne konvulzije zbog koje se ribe poĉnu kretati prema 
anodi. Jaĉina elektriĉnog polja odreĊena je funkcijom omjera provodljivosti vode i efektivne 
elektriĉne provodljivosti ribe (Kolz i Reynolds, 1989.). Na uĉinkovitost elektroribolova utjeĉu 
razni ĉimbenici - biološki (struktura ihtiocenoze, gustoća populacija, veliĉina jedinki, dobna 
struktura, ekologija, ponašanje ţivotinja), fizikalni (elektriĉna provodljivost vode, kvaliteta 
vode, prozirnost), tehniĉki (ljudski faktor, znanje, iskustvo ljudi koji vrše ulov, veliĉina broda, 
kvaliteta opreme, graĊa i smještaj anoda), stanišni (brzina vode, dubina, supstrat dna), 
vremenski (doba dana) i sezonski (temperatura vode, vremenski uvjeti, visina vodostaja). Iako 
elektroribolov moţe ostaviti štetne posljedice u vidu ozljeda, stresa ili rijetko smrti, većina 
ihtiologa smatra i dalje da je ova metoda najdjelotvornija i s najmanjim posljedicama za ribe 
(Snyder, 2003.). Za prikupljanje uzoraka za ovo istraţivanje korištena je istosmjerna struja, 
prema smjernicama Europske unije (CEN dokument, 2003.). Elektroribolov je izvršen uz 
pomoć Hans Grassl elektroagregata snage 2,5 i 7,5 kW. Ovisno o dostupnosti i lokalitetu, 
elektroribolov se vršio iz ĉamca ili s obale. 
Broj riba ulovljenih na pojedinoj postaji i ukljuĉenih u filogenetiĉke analize prikazan 
je u Tablici 4. Osim vrsta iz rijeka jadranskog slijeva, u filogenetiĉku su analizu ukljuĉeni i 
dodatni uzorci iz Drave koji su nam bili dostupni, kako bismo povećali filogenetiĉku 
razluĉivost. Za potrebe ovog istraţivanja jedinkama se uzimao komadić prsne peraje koji se 
do daljnje obrade pohranjivao u 99%-tni alkohol. 
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Tablica 4. Broj jedinki ulovljenih na pojedinoj postaji  
Naveden je i broj jedinki za koje su dobivene i analizirane potpune sekvence gena za citokrom 
b (cyt b), rodopsin (rhod), prvi intron gena za ribosomalni protein S7 (S7) i gena za aktivaciju 
rekombinacije (rag1). Za razliĉite filogenetiĉke analize ponegdje su korištene iste jedinke.  
 
R. 
br. 
Lokalitet Porjeĉje/ 
polje 
Datum 
ulova 
Uk. br. 
jedinki po 
postaji 
Broj jedinki za 
filogenetiĉke analize 
cyt b rhod rag1 S7 
1. Dragonja Dragonja 16.06.2014. 14 5 3 4 - 
2. Mirna Mirna 16.06.2014. 13 6 1 1 - 
3. Borutski 
potok 
Pazinĉica 16.06.2014. 10 9 3 3 - 
4. Pazinĉica Pazinĉica 16.06.2014. 10 8 5 3 - 
5. Raša Raša 16.06.2014. 5 3 - - - 
6. Boljunšćica Boljunšćica 16.06.2014. 10 8 - - - 
7. Riĉica Zrmanja 12.03.2015. 2 2 - - - 
8. Zrmanja Zrmanja 12.03.2015. 16 4 2 1 1 
9. Krka Krka 23.05.2014. 8 8 6 7 1 
10. Visovac Krka 28.07.2014., 
29.07.2014. 
22 9 - - 1 
11. Vinalić Cetina 23.05.2014.,  
18.04.2015. 
17 8 - - 1 
12. Ruda Cetina 12.04.2015. 4 1 2 1 - 
13. Prološko 
blato 
Imotsko 
polje 
10.02.2014. 2 2 1 1 - 
14. Vrljika Imotsko 
polje 
10.02.2014. 10 2 1 1 - 
15. utok Krupe 
u Neretvu 
Neretva 18.09.2014. 16 9 5 4 - 
16. Metković Neretva 18.09.2014. 5 4 4 5 2 
17. Hutovo 
blato 
Neretva 18.09.2014. 5 4 - - - 
18. Trebišnjica Trebišnjica 29.06.2010. 10 10 10 8 - 
19. Ravno polje Trebišnjica 19.09.2010. 10 8 7 6 3 
20. utok 
Konavoĉice 
u Ljutu 
Ljuta 18.09.2014. 22 17 14 13 4 
21. Drava Dunav 02.09.2015. 6 6 6 2 - 
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3.3. Popis korištenih kemikalija, setova reagensa, puferskih otopina i laboratorijske 
opreme  
 
Kemikalije 
 etilni alkohol, 99%  
 agaroza  
 etidijev bromid, 0,5 mg/ml  
 voda osloboĊena od nukleaza (Water, nuclease free, ThermoScientific i RNase-free 
Water, Qiagen) 
 
Reakcijske smjese 
 DNeasy® Blood & Tissue Kit; Qiagen 
 enzim za razgradnju proteina - proteinaza K (Thermo Fisher Scientific) 
 mješavina za PCR - Dream Taq Green PCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher 
Scientific; sadrţi DreamTaq DNA polimerazu, DreamTaq Green pufer, dNTP-ove te 
MgCl2) i HotStarTaq
®
 plus Master Mix, 3x (Qiagen; sadrţi HotStarTaq Plus DNA 
polimerazu, pufer za PCR QIAGEN te dNTP-ove ) 
 boja CoralLoad concentrate, 10x (Qiagen) 
 DNA standard (O'GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, Fermentas, 0,1 μg/μl) 
 
Puferske otopine 
 pufer za razdvajanje nukleinskih kiselina (TAE, Tris-Acetate-EDTA) 
 pufer za liziranje stanica (ATL Buffer) 
 pufer za proĉišćavanje DNA (AL Buffer)  
 puferi za ispiranje (AW1Buffer i AW2 Buffer) 
 pufer za eluciju (AE Buffer) 
 
Laboratorijska oprema 
 tubice za mikrocentrifugu - DNeasy Mini Spin columns (Qiagen) 
 mikrocentrifuga (Mini Spin Plus, Eppendorf) 
 miješalica (Vortex Mixer Sat, Stuart) 
 vodena kupelj (Shel Lab) 
 dodatna oprema za elektroforezu - kalup za izlijevanje gela, ĉešalj 
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 ureĊaj za PCR (Mastercycler Personal i Taq Plus Mastercycler nexus GX2, 
Eppendorf) 
 ureĊaj za vodoravnu elektroforezu u agaroznom gelu (Bio Rad) 
 UV transluminator (Bio Rad) 
 fotoaparat Camedia C-4000 Zoom 
 
3.4. Izolacija DNA 
Za izolaciju DNA korišteni su dijelovi prsne peraje veliĉine do 1 cm, ĉuvane u 99%-
tnu alkoholu. Za izolaciju ukupne genomske DNA korišten je standardni ekstrakcijski pribor 
(DNeasy
®
 Blood & Tissue Kit; Qiagen), a postupak je pratio upute proizvoĊaĉa. Metoda 
izolacije ukupnog genomskog DNA temelji se na optimalnom vezivanju DNA na membranu 
tubice za mikrocentrifugu uz pomoć prilagoĊenih pufera. Nakon toga slijedi centrifugiranje 
tijekom kojeg se centrifugirani DNA selektivno veţe na membranu tubice za mikrocentrifugu, 
dok sve ostale neĉistoće prolaze kroz membranu. Tako se lizat nakuplja, a kontaminati se 
ispiru u dva navrata te se DNA naposljetku otapa u elucijskom puferu.  
Za izvoĊenje ove metode komadići se peraje prvo prebace u Eppendorf tubicu u koju 
se potom dodaje 180 μl pufera za liziranje stanica i 20 μl enzima za razgradnju proteina, uz 
dobro miješanje u miješalici. Uzorci se liziraju preko noći u vodenoj kupelji na 56°C. Nakon 
inkubacije dobro promiješanom uzorku dodaje se 200 μl pufera za proĉišćavanje DNA, nakon 
ĉega slijedi inkubacija od 10 min na 56°C. Nakon toga dodaje se 200 μl etanola uz ponovno 
miješanje. Cijeli se sadrţaj pipetira na tubice za mikrocentrifugu koje se nalaze unutar 
kolekcijskih tubica od 2 ml. Prva se centrifuga odvija jednu minutu na 8 000 okretaja u 
minuti, rpm (eng. rounds per minute). Nakon centrifuge se tubica za mikrocentrifugu prebaci 
u novu kolekcijsku tubu. Ispiranje se zapoĉinje dodatkom 500 μl prvog pufera za 
proĉišćavanje, prethodno razrijeĊenog s etanolom, nakon ĉega se centrifugiranje odvija 
tijekom jedne minute na 8 000 rpm. Nakon centrifuge dodaje se nova kolekcijska tuba, gdje 
slijedi novo ispiranje s 500 μl drugog pufera za proĉišćavanje (takoĊer razrijeĊenog u 
etanolu), nakon ĉega slijedi treća centrifuga od 3 min na 14 000 rpm. Nakon centrifuge se 
sadrţaj iz tubica za mikrocentrifugu prebacuje u Eppendorf tubice te se dodaje 150 μl 
elucijskog pufera, nakon ĉega slijedi inkubacija od 5 min na sobnoj temperaturi. Sadrţaj se 
ponovo iscentrifugira 1 min na 8 000 rpm. Sadrţaj izoliranog DNA ĉuva se na -20°C. 
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3.5. Umnaţanje fragmenata DNA lanĉanom reakcijom polimeraze (PCR) 
Lanĉanom reakcijom polimeraze (eng. polymerase chain reaction; PCR) omogućava 
se sinteza velikog broja kopija DNA sekvence od interesa na temelju hibridizacije specifiĉnih 
oligonukleotida s poĉetka sekvence, tzv. poĉetnica. Ovom su metodom umnoţeni fragmenti 
DNA mitohondrijskog gena za citokrom b (cyt b) te jezgrinih gena za rodopsin (rhod), gena 
za aktivaciju rekombinacije (rag1) i prvog introna gena za ribosomalni protein S7 (S7). Svi 
navedeni geni su se do sada pokazali informativnima u filogenetiĉkim istraţivanjima. 
Citokrom b je mitohondrijski protein koji ima vaţnu ulogu u prijenosu elektrona u 
respiracijskom lancu. Rodopsin je vidni pigment koji se nalazi u mreţnici oka, a odgovoran je 
za pretvaranje svjetlosti u elektriĉni signal. Gen za aktivaciju rekombinacije (rag1) nosi uputu 
za izgradnju proteinskog RAG kompleksa pomoću kojeg se povećava proteinska varijabilnost 
unutar limfocita omogućavajući pritom uspješniju imunološku reakciju organizma. Gen za 
ribosomalni protein S7 se sastoji od nekoliko egzona i introna, a u svojim intronima sadrţi 
kodirajuće regije za neke manje nukleolarne molekule RNA. Ukupan volumen reakcijske 
smjese za PCR iznosio je 25 μl, a sastojao se od 12,5 μl mješavine za PCR, 1 μl uzvodnih i 
nizvodnih poĉetnica koncentracije 10 pmol/μl, 4 μl DNA te 6,5 μl vode osloboĊene od 
nukleaza.  
Setovi poĉetnica koji su korišteni za amplifikaciju genskih regija i njihov 
oligonukleotidni sastav navedeni su u Tablici 5. Sve su poĉetnice sintetizirane u VBC 
Genomics Bioscience Research GmbH, Beĉ, Austrija.  
Svaka je PCR reakcija zapoĉeta preddentauracijom na visokoj temperaturi, nakon ĉega 
slijedi veći broj ciklusa sastavljenih od tri karakteristiĉna koraka - denaturacije kalupa DNA, 
sparivanja poĉetnica i DNA kalupa te sinteza novih DNA fragmenata. Umnaţanje se 
fragmenata DNA razlikovalo u temperaturi i duţini trajanja pojedinih koraka, ovisno o 
istraţivanoj regiji, kako je navedeno u Tablici 5. Reakcija se odvijala u ureĊaju za PCR, a 
uvjeti za reakcije prilagoĊeni su po dosadašnjem iskustvu. 
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Tablica 5. Opis poĉetnica i uvjeta u PCR reakciji za svaki gen zasebno te duţina PCR 
produkta 
 
Gen Poĉetnice  
(izvor) 
PCR uvjeti Duţina 
gena 
(bp) 
cyt b 
 
GluF:  
5'AACCACCGTTGTATTCAACTAC
AA3'  
ThrR:  
5'ACCTCCGATCTTCGGATTACAA
GACCG3'  
(Machordom i Doadrio, 2001.) 
Preddenaturacija (94°C / 5 min) 
35 ciklusa: 
- denaturacija (94°C / 1 min) 
- sparivanja (50°C / 1,15 min) 
- ekstenzija (72°C / 1,30 min) 
Završna sinteza (72°C / 10 min) 
1140 
rhod Rh193F  
5'CNTATGAATAYCCTCAGTACTA
CC3' 
Rh1073R  
5'CCRCAGCACARCGTGGTGATCA
TG3' 
(Chen i sur., 2003.) 
Preddenaturacija (95°C / 10 
min) 
35 ciklusa: 
- denaturacija (92°C / 1 min) 
- sparivanja (50°C / 1 min) 
- ekstenzija (72°C / 1,5 min) 
Završna sinteza (72°C / 7 min) 
810 
rag1 RAG3F  
5'GGGTGTGTCAGYGAGAAGCA3' 
(Buj i sur., 2017.) 
RAG9R  
5' GTGTAGAGCCAGTGRTGYTT3'  
(Perea i sur., 2010.) 
„Touchdown PCR“ 
Preddenaturacija (95°C/ 10 min) 
5 ciklusa:  
- denaturacija (94°C/ 40 s), 
- sparivanja  (60 °C/ 1 min),  
- ekstenzija (72°C/ 2 min); 
35 ciklusa: 
- denaturacija (95°C/ 40 s),  
- sparivanja (60°C/ 1 min),  
- ekstenzija (72°C/ 2 min). 
Završna sinteza (72°C/ 10 min) 
1443 
intron 
gena 
za S7 
S7RPEX1F  
5'TGGCCTCTTCCTTGGCCGTC3' 
S7RPEX2R  
5'AACTCGTCTGGCTTTTCGCC3' 
(Chow i Hazama, 1998.) 
Preddenaturacija (95°C / 5 min) 
40 ciklusa:  
- denaturacija (94°C / 1 min),  
- sparivanja (54°C / 1,30 min) te  
- ekstenzija (72°C / 2 min). 
Završna sinteza (72°C / 10 min)  
911 
s  
prazni- 
nama  
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3.6. Elektroforetsko odjeljivanje umnoţenih fragmenata DNA 
Metodom gel-elektroforeze razdvajaju se molekule po veliĉini i naboju, gdje radi 
lakšeg prolaţenja kroz pore agaroznog matriksa brţe putuju kraće molekule. Provjera 
produkata PCR reakcije napravljena je na 1%-tnom agaroznom gelu na volumenu od 4 µl. Za 
izradu agaroznog gela otapa se 1%-tna gel agaroza u 100 ml pufera za razdvajanje 
nukleinskih kiselina (TAE pufer). Ukoliko mješavina za PCR nije sadrţavala boju za 
nanošenje, dodatno se dodavala u reakcijsku smjesu. Za odreĊivanje veliĉine DNA 
fragmenata korišten je DNA standard (O'GeneRulerTM 50 bp DNA ladder 0,1 μg/µl, 
Fermentas). Elektroforeza je provedena u TAE puferu na 120 V/cm u trajanju od 30 min. 
Nakon elektroforeze gel se uranja u vodenu otopinu etidij-bromida (10-15 min) koji ulazi u 
hidrofobnu unutrašnjost DNA interkalirajući se izmeĊu dušiĉnih baza. Cijeli je proces 
vizualiziran pod UV svjetlom valne duljine 312 nm na UV transluminatoru (Bio Rad) i 
fotografiran pomoću fotoaparata Camedia C-4000 Zoom.  
 
3.7. OdreĊivanje primarne strukture DNA (sekvenciranje) 
Produkti PCR reakcije koji su se nakon elektroforeze uspješno vizualizirali na 
agaroznom gelu, poslani su na sekvenciranje u servis za sekvenciranje Macrogen Europe 
(Meibergdreef 39 1105AZ, Amsterdam, Nizozemska, http://www.macrogen.com). Fragmenti 
DNA ĉitali su se dvosmjerno uz pomoć uzvodnih i nizvodnih poĉetnica, koje su se takoĊer 
nalazile u produktima PCR reakcije. RazrijeĊene su poĉetnice, u koncentraciji od 10 pmol/µl, 
zajedno s PCR produktima poslane u Macrogen servis.  
Dobiveni kromatogrami oĉitavani su u oba smjera. Eksperimentalno dobivenim 
sekvencama uklonjeni su loše oĉitani poĉeci i krajevi varijabilnih duljina, kako bismo dobili 
sekvence iste duţine. Sekvence s nejasnim kromatogramima, gdje se nije mogao donijeti 
zakljuĉak o redoslijedu baza, izbaĉene su iz analize. 
 
3.8. Raĉunalne analize  
Za pripremu sekvenca za filogenetiĉka istraţivanja korišteni su sljedeći raĉunalni 
programi i programski paketi: 
- BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.5 (Hall, 1999.) – za obradu i višestruko 
sravnjivanje sekvenca te analizu nukleotidnih mjesta  
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- PHASE 2.1. (Stephens i sur., 2001., Stephens i Scheet, 2005.) – za rekonstrukciju  
 faza s ciljem utvrĊivanja najvjerojatnijih jezgrinih haplotipova kod heterozigota. Metoda 
 rekonstrukcije faza podrazumijeva nepoznate haplotipove kao neprimijećene sluĉajne 
 vrijednosti ĉija se kondicionalna distribucija procjenjuje s obzirom na poznate podatke o 
 genotipu uz pomoć algoritma Gibbsovog uzorkovanja.  
Za filogenetiĉku rekonstrukciju i odreĊivanje genske raznolikosti korišteni su sljedeći 
programi: 
- PAUP* beta 4.0 (Swofford, 2002.) – za izradu filogenetiĉkog stabla metodom najveće 
parsimonije 
- MrBayes 3.2.6. (Ronquist i sur., 2012.) – za izradu filogenetiĉkih stabala pomoću Bayesove 
metode 
- FigTree 1.4.3. i Adobe Photoshop 7.0 – za ureĊivanje filogenetiĉkih stabala 
- TCS 1.21 (Clement i sur., 2000.) – za kreiranje filogenetiĉkih mreţa metodom statistiĉke 
parsimonije 
- Network 5.0.0.3. (Fluxus Technology Ltd.) – za izradu filogenetiĉkih mreţa metodom 
udruţivanja medijanskih vektora 
- BEAST 1.8.4. (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) (Drummond i sur., 2012.) 
– programski paket za odreĊivanje vremena divergencije. 
Za analizu genske raznolikosti korišteni su sljedeći raĉunalni programi: 
- DnaSP 5.10 (Librado i Rozas, 2009.) – za odreĊivanje haplotipova, izraĉun genskih 
polimorfizama, genske diferencijacije, protoka gena i provedbu testova neutralnosti i 
rekombinacije  
- MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis; Kumar i sur., 2016.) – za odreĊivanje 
genske udaljenosti meĊu jedinkama, odreĊivanje evolucijskog modela i ML metodu 
- SITES (Hey i Wakeley, 1997.) – za utvrĊivanje nukleotidnih mjesta koja predstavljaju 
dijagnostiĉka mjesta meĊu vrstama, fiksne razlike i dijeljene polimorfizme. 
Dodatne sekvence za filogenetiĉku rekonstrukciju preuzete su s NCBI (National 
Center for Biotechnology Information) genske baze podataka 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/). 
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3.9. Filogenetiĉke analize 
 
Priprema DNA sekvenca za filogenetičke analize 
Sekvence istraţivanih jedinki i preuzete sekvence iz banke gena višestruko su 
sravnjene uz pomoć Clustal W heuristiĉkog algoritma (Thompson i sur., 1994.), 
implementiranog u raĉunalnom programu BioEdit, kako bi se homologni dijelovi sekvenca 
poredali u iste kolone. Višestruko sravnjivanje sekvenca podrazumijeva traţenje maksimalne 
podudarnosti u redoslijedu nukleotida izmeĊu više sekvenca, uz pomoć funkcije bodovanja po 
principu zbroja parova. Koristeći neutralni model (Kimura, 1983.), algoritam konstruira 
matricu udaljenosti svih N(N-1)/2 parova putem dinamiĉkog programiranog sravnjivanja, 
nakon ĉega se ocjena sliĉnosti konvertira u evolucijske udaljenosti (Thompson i sur., 1994.). 
Kako bi se povećala toĉnost izvedbe metodom susjednog zdruţivanja (eng. neighbour-joining; 
NJ; Saitou i Nei, 1987.), konstruirano je pokazno stablo (Zhao, 2011.). Algoritam zapoĉinje 
od potpuno nerazriješenog stabla u obliku zvjezdaste mreţe, a sastoji se od opetovanih 
raĉunanja matrica udaljenosti izmeĊu razliĉitih parova, sve dok se taksoni ne grupiraju u 
razriješeno stablo (Saitou i Nei, 1987.). 
Razlike koje su se pojavile prilikom višestrukog sravnjivanja, posljedica su mutacija u 
vidu supstitucija koje su se pojavljivale tijekom evolucije. Sve su te razlike dodatno 
provjerene na kromatogramu za svaku pojedinu sekvencu te su uvaţene, izbrisane ili 
zamijenjene ovisno o jaĉini signala u sluĉaju preklapanja dviju baza ili krivog oĉitanja signala 
(nema vidljivog signala ili je oĉitana baza s niţim signalom na istoj poziciji).  
Varijante haplotipova jezgrinih gena u heterozigotnih jedinki rekonstruirane su uz 
pomoć Bayesove statistiĉke metode u raĉunalnom programu PHASE 2.1. Analize jezgrinih 
biljega provedene su u pet navrata s razliĉitim poĉetnim vrijednostima pseudonasumiĉnog 
generatora sluĉajnih brojeva, uz „burn-in“ period od 100 na 1 000 iteracija. Uzete su u obzir 
sve sekvence koje su kontinuirano pokazivale veću vjerojatnost.  
Prije filogenetiĉke analize bilo je potrebno utvrditi neutralnost primijećenih mutacija i 
pojavu rekombinacije kod jezgrinih gena, koje su mogle imati utjecaja na filogenetiĉku 
rekonstrukciju. Za oba testa korišten je raĉunalni program DnaSP v5 (Librado i Rozas, 2009.).  
Filogenetiĉkom rekonstrukcijom obuhvaćena su ĉetiri skupa podataka. Za sva ĉetiri 
istraţivana biljega preuzete su dodatne poznate sekvence iz nukleotidne traţilice NCBI baze 
podataka, u svrhu boljeg razumijevanja filogenetiĉkih odnosa klenova iz rijeka jadranskog 
slijeva u odnosu na ostatke poznatih jedinki iz Europe.   
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Prvi je skup podataka sadrţavao 133 sekvence cyt b gena istraţivanih jedinki (127 iz 
jadranskog i 6 iz crnomorskog slijeva) i 28 preuzetih NCBI sekvenca. Za vanjsku grupu 
korištena je Petroleuciscus smyrnaeus Boulenger, 1896, za koju je prethodno dokazano da je 
sestrinska vrsta vrstama roda Squalius. Sekvence iz prvog skupa podataka prikazane su u 
Tablici 6. Istraţivane sekvence oznaĉene su kodnim imenima. Kodno ime sekvence oznaka je 
pod kojom je sekvenca analizirana u ovom istraţivanju i oznaĉena na filogenetiĉkim stablima. 
Ime haplotipa dodijeljeno je prema prva tri slova latinskog imena vrste, osim vrsta iz Istre, 
Trebišnjice, Ljute i Visovca, gdje se oĉekivao moguć veći broj filogenetiĉkih linija, za koje je 
kodno ime sadrţavalo prva tri slova lokaliteta i redni broj. Za preuzete sekvence kodno se ime 
sastoji od imena vrste i rednog broja ukoliko je bilo više jedinki. 
Drugi skup podataka obuhvaćao je sve dobivene haplotipove iz sekvenca jezgrinog 
gena za rodopsin (128 sekvenca iz jadranskog slijeva i 12 crnomorskih sekvenca) od 
istraţivanih 70 jedinki uz preuzete odgovarajuće sekvence iz NCBI banke gena. Kodna imena 
istraţivanih sekvenca dodijeljena su na isti naĉin kao i kod cyt b gena, uz dodatak malog slova 
r ispred kodnog imena za razlikovanje sekvenca gena za rodopsin od ostalih. Za filogenetiĉka 
istraţivanja preuzeto je 29 poznatih sekvenca gena za rodopsin uz vanjske skupine Cyprinus 
carpio Linnaeus, 1758. i Rutilus rutilus Linnaeus, 1758. Cyprinus carpio pripada istoj 
porodici, ali razliĉitoj potporodici, dok je R. rutilus u istoj porodici i potporodici (Tablica 7). 
Treći skup podataka sastojao se od istraţivanih sekvenca jezgrinog gena za aktivaciju 
rekombinacije – rag1 i poznatih sekvenca preuzetih iz banke gena. Kodno ime sekvence, osim 
imena vrste ili lokaliteta kojoj haplotip pripada i rednog broja, sadrţi i oznaku za rag1 gen 
(R). Za analizu jezgrinog rag1 gena korišteno je 120 sekvenca, od kojih 116 pripada 
jadranskome slijevu (58 jedinki), dok ĉetiri pripadaju dvjema jedinkama crnomorskog slijeva 
(Drava). Istraţivane jedinke s odgovarajućim haplotipovima, uz 18 dodatnih sekvenca iz 
banke gena i jednu vanjsku skupinu (C. carpio), prikazane su u Tablici 8. 
Ĉetvrti je skup podataka sadrţavao sekvence prvog introna jezgrinog gena za 
ribosomalni protein S7 istraţivanih vrsta, predstavljenih s nekoliko haplotipova po lokalitetu i 
poznatih preuzetih sekvenca iz banke gena, uz vrstu P. smyrnaeus kao vanjsku skupinu 
(Tablica 9). Kodno ime sekvence sadrţi ime vrste ili lokaliteta kojoj haplotip pripada i redni 
broj uz oznaku za S7 (S). Za analizu introna gena za S7 korišteno je 26 dobivenih sekvenca i 
21 preuzeta sekvenca, uz jednu vanjsku skupinu (P. smyrnaeus).  
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Tablica 6. Sekvence cyt b gena korištene u filogenetiĉkim analizama (prvi skup podataka)  
Zvjezdicom su obiljeţene sekvence dobivene u ovom istraţivanju. Znaĉenje kratica: HR - Hrvatska; BiH - Bosna i Hercegovina; ESP - 
Španjolska; POR - Portugal; ITA - Italija; GER - Njemaĉka; RUS - Rusija; FRA - Francuska; TUR - Turska  
 
Vrsta Rijeka/ jezero (drţava) Br. sekv. Pristupni br. u banci gena Literatura Kodno ime 
S. svallize Neretva (HR) 13 *  SVA1, SVA2 
Ravno polje (BiH) 3 *  SVA1 
Hutovo blato (BiH) 4 *  SVA1, SVA3–SVA5 
Trebišnjica (BiH) 2 *  SVA1 
S. zrmanjae Zrmanja (HR) 2 *  ZRM1 
Riĉica (HR) 2 *  ZRM1 
Krka (HR) 1 *  ZRM2 
S. illyricus Cetina (HR) 8 *  ILI1, ILI2, ILI5, ILI6 
Visovac, Krka (HR) 4 *  ILI1, ILI3, ILI4 
Krka (HR) 7 *  ILI3, ILI4 
Zrmanja (HR) 2 *  ILI1 
Boljunšćica (HR) 3 *  ILI1 
S. microlepis Prološko blato (HR) 2 *  MIC1, MIC2 
Vrljika (HR) 2 *  MIC1, MIC3 
S. tenellus Ruda (HR) 1 *  TEN1 
S. sp. Trebišnjica (BiH) 4 *  TRE1, TRE2 
Ravno polje (BiH) 1 *  TRE2 
S. squalus Mirna (HR) 6 *  IST1, IST5 
Dragonja (HR) 5 *  IST1, IST2 
Pazinĉica (HR) 8 *  IST1 
Boljunšćica (HR) 5 *  IST3, IST4 
Borutski potok (HR) 9 *  IST1 
Raša (HR) 3 *  VIS1, IST1, IST4 
Visovac, Krka (HR) 5 *  VIS1–VIS3 
Ljuta (HR) 17 *  LJUT1–LJUT3 
Trebišnjica (BiH) 4 *  LJUT1, TRE3 
Ravno polje (BiH) 4 *  LJUT1 
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Tablica 6. - nastavak 
 
S. torgalensis Mira (ESP) 1 DQ521438 Doadrio i sur., 2007b. S. torgalensis1 
Mira (POR) 1 HM560210 Perea i sur., 2010. S. torgalensis2 
S. aradensis Algibre (POR) 2 HM560179–80 Perea i sur., 2010. S. aradensis1, 2 
S. pyrenaicus Jarama (ESP) 2 JQ436540, JQ436544 Almodóvar i sur., 2012. S. pyrenaicus1, 2 
S. lucumonis Reno, Tiber (ITA) 2 EU856048, EU856077 Marescalchi i sur., 
neobjavljeni podaci 
S. lucumonis1, 2 
Arno (ITA) 1 HM560189 Perea i sur., 2010. S. lucumonis3 
S. albus Trasimeno (ITA) 1 AY549460 Freyhof i sur., 2005. S. albus 
S. prespensis Prespansko jezero (GRE) 1 HM560197 Perea i sur., 2010. S. prespensis 
S. 
peloponensis 
Alphios, Thiamis (GRE) 2 AF090756–57 Zardoya i Doadrio, 
1999. 
S. peloponensis1, 2 
S. vardarensis Sperchios (GRE) 1 AF090754 Zardoya i Doadrio, 
1999. 
S. vardarensis 
S. laietanus Matarrana (ESP) 2 HM560187–88 Perea i sur., 2010. S. laietanus1, 2 
S. orientalis Rubas (RUS) 1 AF095609 Zardoya i Doadrio, 
1999. 
S. orientalis 
S. lepidus Beyshir, Aksehir (TUR) 2 AJ252811–12 Durand i sur., 2000. S. lepidus1, 2 
S. aphipsi Aphips (RUS) 2 HM560177–78 Perea i sur., 2010. S. aphipsi1, 2 
S. cephalus Drava (HR) 6 *  CEP1–CEP4 
Reno (ITA) 1 EU856046 Marescalchi i sur., 
neobjavljeni podaci 
S. cephalus1 
Herault (FRA) 1 AY509826 Ketmaier i sur., 2004. S. cephalus2 
Odra (GER) 1 AY549461 Freyhof i sur., 2005. S. cephalus3 
Maturrana (ESP) 1 AF421801 Sanjur i sur., 2003. S. cephalus4 
Cinca (ESP) 1 AF421803 Sanjur i sur., 2003. S. cephalus5 
S. keadicus Miras (GRE) 1 HM560186 Perea i sur., 2010. S. keadicus1 
Evrotas (GRE) 1 AJ252820 Durand i sur., 2000. S. keadicus2 
VANJSKA SKUPINA 
Petroleuciscus 
smyrnaeus 
jezero Golcuk (TUR) 1 HM560114 Perea i sur., 2010. Petroleuciscus 
smyrnaeus 
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Tablica 7. Prikaz drugog skupa podataka sekvenca gena za rodopsin korištenih u filogenetiĉkim analizama  
Prikazane su istraţivane vrste i poznate vrste roda Squalius preuzete iz NCBI banke podataka te vanjske skupine. Zvjezdicom su obiljeţene 
sekvence dobivene u ovom istraţivanju.  
Znaĉenje kratica: HR - Hrvatska; BiH - Bosna i Hercegovina; POR - Portugal; ESP - Španjolska; BUG - Bugarska; FRA - Francuska; TUR - 
Turska; GRU - Gruzija; CAN-Kanada 
 
Vrsta Rijeka/ jezero Br. 
sekv. 
Pristupni br. 
u banci gena 
Literatura Kodno ime  
S. svallize Neretva (HR) 18 *  rSVA1, rSVA2 
Ljuta (HR) 28 *  rSVA1–rSVA3 
Ravno polje (BiH) 6 *  rSVA1, rSVA2 
Trebišnjica (BiH) 1 *  rSVA2 
S. zrmanjae Krka (HR) 1 *  rZRM1 
Zrmanja (HR) 4 *  rZRM2 
S. illyricus Krka (HR) 10 *  rILI1 
Prološko blato (HR) 1 *  rILI1 
S. microlepis Vrljika (HR) 2 *  rMIC1 
Prološko blato (HR) 1 *  rMIC1 
Ruda (HR) 4 *  rMIC1 
S. squalus Dragonja (HR) 6 *  rSQU1–rSQU4,  
rDRA1, rDRA2 
Pazinĉica (HR) 10 *  rSQU2, rSQU4 
Borutski potok (HR) 6 *  rSQU2, rSQU4 
Mirna (HR) 2 *  rSQU2 
Krka (HR) 1 *  rSQU4 
Trebišnjica (BiH) 19 *  rSQU4 
Ravno polje (BiH) 8 *  rSQU4 
S. aradensis Arade (POR) 1 JN413369 Waap i sur., 2011. S. aradensis1 
Seixe (POR) 1 JN413368 Waap i sur., 2011. S. aradensis2 
S. torgalensis Torgal, Mira (POR) 2 JN413366–67 Waap i sur., 2011. S. torgalensis1, 2 
S. laietanus Ebro (ESP) 2 KC355070–71 Denys i sur., 2013. S. laietanus1, 2 
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Tablica 7. - nastavak 
 
S. pyrenaicus Serta, Tejo (POR) 1 JN413358 Waap i sur., 2011. S. pyrenaicus1 
Sado (POR) 1 JN413361 Waap i sur., 2011. S. pyrenaicus2 
Caia (POR) 1 JN413364 Waap i sur., 2011. S. pyrenaicus3 
S. carolitertii Douro (POR) 2 JN413352–53 Waap i sur., 2011. S. carolitertii1, 2 
S. cephalus Drava (HR) 12 *   
Fakijska (BUG) 1 KU722834 Behrens-Chapuis i 
sur., 2015. 
S. cephalus1 
Goljamata (BUG) 1 KU722835 Behrens-Chapuis i 
sur., 2015. 
S. cephalus2 
Agly, Torreille (FRA) 1 KC355069 Denys i sur., 2013. S. cephalus3 
S. pursakensis Sakarya (TUR) 1 KU722837 Behrens-Chapuis i 
sur., 2015. 
S. pursakensis 
S. orientalis  Natanebi (GRU) 1 KU722836 Behrens-Chapuis i 
sur., 2015. 
S. orientalis 
VANJSKE SKUPINE 
Rutilus rutilus Adour (FRA) 1 KC355034 Denys i sur., 2013. Rutilus rutilus 
Cyprinus 
carpio 
Lac, Saint-Paul, 
Quebeck (CAN) 
1 KX145703 Schoelinck i sur., 
2016. 
Cyprinus carpio 
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Tablica 8. Treći skup podataka sekvenca jezgrinog gena za aktivaciju rekombinacije (rag1) korištenih u filogenetiĉkim istraţivanjima  
U tablici se, osim istraţivanih vrsta, nalaze i poznate rag1 sekvence vrsta roda Squalius preuzete iz NCBI banke gena te sekvence vanjske 
skupine. Zvjezdicom su obiljeţene sekvence dobivene u ovom istraţivanju. Znaĉenje kratica: HR - Hrvatska; BiH - Bosna i Hercegovina; SLO - 
Slovenija; GRE - Grĉka; ESP - Španjolska; POR - Portugal; RUS - Rusija 
 
Vrsta Rijeka/ jezero Br. 
sekv. 
Pristupni broj 
u banci gena 
Literatura Kodno ime  
S. svallize Neretva (HR) 17 *  RSVA1, RSVA2 
Ljuta (HR) 26 *  RSVA1 
Trebišnjica (BiH) 5 *  RSVA3, RSVA4 
Ravno polje (BiH) 6 *  RSVA1 
Neretva, jezero Rama (BiH) 1 HM560458 Perea i sur., 2010. S. svallize 
S. zrmanjae Zrmanja (HR) 1 *  RZRM1 
S. illyricus Prološko blato (HR) 1 *  RILI1 
Krka (HR) 14 *  RILI1 
Vrljika (HR) 2 *  RILI1 
Cetina (HR) 1 HM560447 Perea i sur., 2010. S. illyricus 
S. microlepis Prološko blato (HR) 1 *  RMIC1 
Neretva, jezero Krenica (BiH) 1 HM560450 Perea i sur., 2010. S. microlepis 
S. tenellus Ruda (HR) 2 *  RTEN1 
S. squalus  Dragonja (HR) 6 *  RSQU7, RSQU10 
Mirna (HR) 2 *  RSQU7 
Pazinĉica (HR) 6 *  RSQU7–RSQU9 
Borutski potok (HR) 6 *  RSQU7 
Trebišnjica (BiH) 11 *  RSQU1–RSQU5 
Ravno polje (BiH) 6 *  RSQU1, RSQU6 
Drava (HR) 2 *  RSQU7, RCEP3 
Vipava, slijev Soĉe (SLO) 1 HM560456 Perea i sur., 2010. S. squalus 
S. cephalus Drava (HR) 2 *  RCEP1, RCEP2 
Nerazriješeni 
haplotipovi 
Zrmanja (HR) 1 *  RZRM2 
Neretva (HR) 1 *  RMET1 
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Tablica 8. - nastavak 
 
S. peloponensis Alfios (GRE) 2 KY070501–02 Perea i sur., 2016. S. peloponensis1, 2 
S. pyrenaicus Guadalete (ESP) 1 HM560579 Perea i sur., 2010. S. pyrenaicus 
S. malacitanus Guadiaro (ESP) 1 HM560449 Perea i sur., 2010. S. malacitanus 
S. valentinus Magro, slijev Júcar (ESP) 1 HM560461 Perea i sur., 2010. S. valentinus 
S. castellanus Gallo, slijev Tagus (ESP) 1 HM560448 Perea i sur., 2010. S. castellanus 
S. torgalensis Mira (POR) 1 HM560460 Perea i sur., 2010. S. torgalensis 
S. orientalis Uluchaj (RUS) 2 HM560451–52 Perea i sur., 2010. S. orientalis1, 2 
S. carolitertii Limia (ESP) 1 HM560446 Perea i sur., 2010. S. carolitertii 
S. aphipsi Aphips (RUS) 1 HM560445 Perea i sur., 2010. S. aphipsi 
VANJSKA SKUPINA 
Cyprinus carpio nepoznato 1 KY356488 Hirt i sur., 2017. Cyprinus carpio 
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Tablica 9. Ĉetvrti skup podataka sekvenca introna jezgrinog gena za S7 korištenih u filogenetiĉkim analizama 
U tablici se, osim istraţivanih vrsta, nalaze i poznate sekvence vrsta roda Squalius preuzete iz NCBI banke podataka te sekvence vanjske 
skupine. Zvjezdicom su obiljeţene sekvence dobivene u ovom istraţivanju. Znaĉenje kratica: BiH - Bosna i Hercegovina; HR - Hrvatska; SLO - 
Slovenija; GRE - Grĉka; POR - Portugal; ESP - Španjolska; RUS - Rusija; TUR - Turska 
 
Vrsta Rijeka/ jezero Br. 
sekv. 
Pristupni broj 
u banci gena 
Literatura Kodno ime  
S. svallize 
 
Visovac, Krka (HR) 2 *  SSVA1 
Ljuta (HR) 8 *  SSVA1 
Ravno polje (BiH) 2 *  SSVA2 
Jezero Rama, Neretva (BiH) 1 HM560538 Perea i sur., 2010. S. svallize 
S. zrmanjae Zrmanja (HR) 2 *  SZRM1 
S. illyricus Krka (HR) 2 *  SILI3 
Vinalić, Cetina (HR) 2 *  SILI1, SILI2 
Cetina (HR) 1 HM560530 Perea i sur., 2010. S. illyricus 
S. microlepis Jezero Krenica, Neretva (BiH) 1 HM560532 Perea i sur., 2010. S. microlepis 
S. squalus Neretva (HR) 2 *  SSQU1, SSQU2 
Ravno polje (BiH) 4 *  SSQU1–SSQU3 
Vipava, slijev Soĉe (SLO) 1 HM560537 Perea i sur., 2010. S. squalus 
Nerazriješeni haplotip Neretva (HR) 2 *  SMET1 
S. peloponensis Miras (GRE) 2 KY070507–08 Perea i sur., 2016. S. peloponensis1, 2 
S. keadicus Evrotas (GRE) 2 HM560572, 
KY070503 
Perea i sur., 2010.,  
Perea i sur., 2016. 
S. keadicus1, 2 
S. pamvoticus Arachthos (GRE) 2 KY070513–14 Perea i sur., 2016. S. pamvoticus1, 2 
S. pyrenaicus Samarra (POR) 1 KJ138619 Sousa-Santos i sur., 2014. S. pyrenaicus1 
Guadalete (ESP) 1 HM560568 Perea i sur., 2010. S. pyrenaicus2 
S. castellanus Gallo (ESP) 1 HM560565 Perea i sur., 2010. S. castellanus 
S. prespensis Prespansko jezero (GRE) 1 HM560564 Perea i sur., 2010. S. prespensis 
S. valentinus Magro (ESP) 1 HM560541 Perea i sur., 2010. S. valentinus 
S. torgalensis Mira (POR) 1 HM560540 Perea i sur., 2010. S. torgalensis 
S. orientalis  Uluchaj (RUS) 2 HM560533–34 Perea i sur., 2010. S. orientalis1, 2 
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Tablica 9. - nastavak 
 
S. malacitanus Guadiaro (ESP) 1 HM560531 Perea i sur., 2010. S. malacitanus 
S. carolitertii Limia (ESP) 1 HM560529 Perea i sur., 2010. S. carolitertii 
S. aphipsi Aphips (RUS) 1 HM560528 Perea i sur., 2010. S. aphipsi 
VANJSKA SKUPINA 
Petroleuciscus 
smyrnaeus 
Jezero Golcuk (TUR) 1 HM560501 Perea i sur., 2010. Petroleuciscus 
smyrnaeus 
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Ispitivanje neutralnosti mutacija i pojave rekombinacije 
Za provoĊenje filogenetiĉke rekonstrukcije i testova genske raznolikosti potrebno je 
utvrditi neutralnost istraţivanih mutacija. Naime, osim mutacija i nasumiĉnog drifta, na 
pojavu polimorfizma u populaciji utjeĉe i selekcija koja moţe utjecati na krivu filogenetiĉku 
rekonstrukciju, pa i na krivu procjenu molekularnog sata. Zbog stalne teţnje oĉuvanja rijetkih 
alela od izumiranja, u ravnoteţnoj su selekciji moguća kreiranja neobiĉnih stabala s nejasnim 
granicama izmeĊu vrsta, unatoĉ preciznoj rekonstrukciji stabla (Edwards, 2009.). Kako bi se 
dokazalo da je evolucija istraţivanih vrsta nasumiĉan proces, provelo se više testova 
neutralnosti zato što razliĉiti evolucijski procesi mogu proizvesti sliĉne genealogije, što remeti 
interpretaciju testova. S ciljem otkrivanja eventualnih odstupanja od ravnoteţnog stanja 
svakog biljega, provedeni su Tajimin D (Tajima, 1989.) i Fu i Liov test (Fu i Li, 1993.) uz 
pomoć raĉunalnog programa DnaSP 5.10. (Librado i Rozas, 2009.). Korišteni testovi 
predstavljaju snaţne statistiĉke testove za pretpostavku o neutralnosti mutacija i detekciju 
selekcije po principu standardnog neutralnog temeljnog naĉela populacijske genetike, Wright-
Fisher modela (Fisher, 1930., Wright, 1931.). Model pretpostavlja panmiktiĉne diploidne 
populacije konstantne veliĉine jednakog omjera spolova s nezavisnim i selektivno neutralnim 
mutacijama koje se po prvi put pojavljuju na uoĉenom mjestu, bez rekombinacija unutar 
lokusa. Model se dodatno proširuje u programu DnaSP, gdje se pretpostavlja nepovezanost 
lokusa, stacionarnost vrsta prilikom uzorkovanja te porijeklo od zajedniĉkog pretka (Hudson i 
sur., 1987.). Tajimin test je test populacijske genetike ĉija je svrha razlikovanje nasumiĉno 
evoluirajućih sekvenca od onih koje evoluiraju uslijed selekcije, demografskog širenja, 
kontrakcije populacije ili introgresije. Tajimina D vrijednost izraĉunata je kao razlika 
prosjeĉnog broja nukleotidnih razlika izmeĊu parova sekvenca - k (Fu i Li, 1993.) i ukupnog 
broja segregirajućih mjesta - S (Watterson, 1975.). Kod neutralne evolucije oĉekuje se da su 
te dvije mjere varijabilnosti jednake. Ukoliko je razlika izmeĊu tih mjera veća od oĉekivane 
po standardnom neutralnom modelu, model se odbacuje (Nielsen, 2005.). Tajimina je D 
vrijednost negativna kod povećanog broja rijetkih varijanti (singletona) koje se pojavljuju 
uslijed selekcije ili demografskog širenja populacije nakon nedavnog uĉinka uskog grla (eng. 
bottleneck effect). Fu i Liov test ukazuje na gensku selekciju i demografske promjene u 
populaciji. Test se zasniva na usporedbi singletona (mutacija koje se pojavljuju jednom unutar 
svih istraţivanih sekvenca) s prosjeĉnim brojem nukleotidnih razlika izmeĊu sekvenca (F* 
vrijednost) ili s ukupnim brojem nukleotidnih varijanti (D* vrijednost). Ukoliko vrijednosti 
D* i F* nisu statistiĉki znaĉajne, ne moţe se odbaciti model neutralnosti. Budući da migracija 
moţe utjecati na širenje rijetkih alela koji se onda prikazuju u povećanom broju mutacija, ovi 
80 
 
testovi ne moraju nuţno ukazivati na pojavu prirodne selekcije (Fu i Li, 1993.). Uz pomoć 
kondicionalne distribucije frekvencije haplotipova dodatno su izraĉunate i vrijednosti Fs 
(jednadţba 1 u Fua, 1997.) i S-statistike (Strobeck, 1987.) koje pomaţu u interpretaciji testova 
neutralnosti. Negativna Fs vrijednost ukazuje na višak nedavnih mutacija uslijed širenja 
populacije nakon nedavnog uĉinka uskog grla, odnosno višak rijetkih alela. Velike negativne 
Fs vrijednosti uzimaju se za dokaz protiv neutralnosti mutacije (Librado i Rozas, 2009.). 
Strobeckova S-statistika pokazuje je li vjerojatnost uoĉavanja haplotipova u uzorku jednaka ili 
manja od oĉekivane. Višak haplotipova upućuje na ekspanziju, kao i na višak singletona 
(Strobeck, 1987.). Sve su vrijednosti izraĉunate i prema broju segregirajućih mjesta - S i 
prema ukupnom broju mutacija - η (Simonsen i sur., 1995.) ne ukljuĉujući mjesta s 
prazninama (nepoznati nukleotidi). 
 Kako bi se utvrdilo postojanje tragova rekombinacije, koja je mogla utjecati na 
filogenetiĉku rekonstrukciju i testove genske raznolikosti, proveden je test rekombinacije za 
sve gene. Izraĉunat je rekombinacijski parametar izmeĊu susjednih i udaljenih nukleotidnih 
mjesta za svaki gen - R (Hudson, 1987.), temeljen na varijanci prosjeĉnog broja nukleotidnih 
razlika izmeĊu parova sekvenca. Rekombinacijski je parametar izmeĊu udaljenih mjesta 
izraĉunat prema izrazu R=4Nr, gdje r obiljeţava rekombinacijsku stopu izmeĊu najudaljenijih 
nukleotidnih mjesta. Rekombinacijski parametar izmeĊu susjednih mjesta izraĉunat je prema 
izrazu R= R(po genu)/D, gdje parametar D obiljeţava prosjeĉnu nukleotidnu udaljenost (u 
parovima baza, bp) analizirane regije. Osim rekombinacijskog parametra, izraĉunat je i 
minimalan broj rekombinacijskih dogaĊaja u povijesti uzorka, RM (Hudson i Kaplan, 1985.), 
po principu test-kriţanja.  
 
Filogenetička rekonstrukcija 
Metoda najveće parsimonije napravljena je u raĉunalnom programu PAUP beta 4.0 
(Swofford, 2002.). U potrazi za što kraćom topologijom stabla prilikom MP metode korišten 
je algoritam rašĉlanjivanja i ponovnog povezivanja stabla (eng. tree bissection and 
reconnection; TBR), uz 10 nasumiĉnih stupnjevitih dodavanja s heuristiĉkom izmjenom grana 
(eng. branch swapping). Algoritam pretraţuje topologije lokalnih preslagivanja najbliţih 
susjednih grana u unutarnjem ĉvoru, te globalnih preslagivanja stabla prepolovljenih na dva 
„podstabla“ unutar kojih se dogaĊa novo preslagivanje grana. Isjeĉeni se dio stabla iznova 
ukorjenjuje prije nego što se ponovno poveţe sa svakom granom. Konsenzusno je stablo 
doneseno na temelju pravila 50 %-tne većine. Metoda samopodrţanja izvedena je na 1 000 
replikanata.  
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Prije provoĊenja ML metode ustanovljen je najbolji evolucijski model u odnosu na set 
uoĉenih podataka za svaki gen zasebno, uz pomoć Bayesovog i Akaikeovog informacijskog 
kriterija implementiranih u MEGA7 (Kumar i sur., 2016.) raĉunalnom programu. U istom se 
raĉunalnom programu provela i filogenetiĉka rekonstrukcija ML metodom za svaki set 
podataka posebno. Pretraga topologija provedena je TBR algoritmom uz nasumiĉnu izmjenu 
grana. Za heuristiĉku pretragu napravljeno je pokazno stablo putem metode susjednog 
zdruţivanja (NJ). Kako bi se potvrdila snaga ML metode, provedena je metoda 
samopodrţanja na 1 000 replikanata.  
Bayesov je zakljuĉak izveden uz pomoć raĉunalnog programa MrBayes (Ronquist i 
sur., 2012.) simulacijom dviju istovremenih, potpuno nezavisnih analiza Markovljevog lanca 
(MCMC) na 3 000 000 generacija, svaki put zapoĉinjući od razliĉitih nasumiĉno odabranih 
stabala, kako bi se dobila procjena distribucije posteriornih vjerojatnosti. Svaka je analiza 
simulirana s ĉetiri MCMC lanca uzorkovana svakih 100 generacija. Za uzorkovanje lanaca i 
kreiranje posteriorne distribucije iz seta nasumiĉnih varijabli korišten je nasumiĉni algoritam 
Gibbsova uzorkovanja zbog vrlo dobre prilagoĊenosti na uzorkovanje iz posteriornih 
distribucija Bayesove mreţe koja je odreĊena kao skup uvjetovanih distribucija. Od ĉetiriju 
postavljenih lanaca, MrBayes koristi tri „zagrijana“ lanca i jedan „hladni“ lanac koji 
izmjenjuje stanje sa svakim „zagrijanim“ lancem mijenjajući svoju poziciju kroz kolone 
lanaca tijekom simulacije. Konsenzusno stablo iz grupe najboljih analiziranih stabala kreirano 
je uz pravilo 50%-tne većine i izuzeće prvih 25% generacija (burn-in).  
Filogenetiĉke su mreţe kreirane pomoću raĉunalnog programa Network (Fluxus 
Technology Ltd.) metodom zdruţivanja medijana (median-joining, MJ) (Bandelt i sur., 1999.) 
i pomoću metode statistiĉke parsimonije implementirane u raĉunalnom programu TCS 
(Clement i sur., 2000.). Statistiĉka se parsimonija izraĉunala uz 95%-tnu granicu 
parsimonijskog povezivanja.  
 
Određivanje vremena divergencije 
Precizno procjenjivanje vremena divergencije izmeĊu vrsta potrebno je za 
razumijevanje povijesne biogeografije i procjenu raznolikosti te otkrivanje uzroka 
varijacijskih stopa molekularne evolucije. Metode za procjenu vremena specijacijskih 
dogaĊaja rezultiraju stablima ĉija je duţina grana proporcionalna s vremenom. Duţine grana 
na stablu raĉunaju se kao produkti stope supstitucija dobivenih iz molekularnih podataka te 
duţine grana u vremenskim jedinicama (v=rxt). Za odreĊivanje stopa mutacije potrebna je 
vanjska informacija dobivena od geoloških (fosilnih ili biogeografskih) podataka (Arbogast i 
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sur., 2002.). Kako bi se olakšalo donošenje zakljuĉka o vremenu divergencije, uobiĉajeno se 
pretpostavlja model evolucije koji podrazumijeva konstantnu supstitucijsku stopu kroz 
vrijeme i evolucijske linije, tzv. molekularni sat (Zuckerkandl i Pauling, 1962.).  
Za odreĊivanje vremena divergencije koristio se programski paket BEAST (Bayesian 
Evolutionary Analysis by Sampling Trees) (Drummond i sur., 2012.). Primjenom Bayesove 
koalescentne metode procijenjene su posteriorne vjerojatnosti stabala nastalih iz zajedniĉke 
vjerojatnosti stabala, duţina grana i modela nukleotidne evolucije uz ukljuĉivanje prvotne 
vjerojatnosti (Arbogast i sur., 2002.). Za kalibraciju se svakom nekalibriranom ĉvoru 
dodjeljuje funkcija prvotne vjerojatnosti stabla koja odreĊuje gustoću prvotne vjerojatnosti za 
svako moguće stablo.  
OdreĊivanje vremena divergencije napravljeno je samo prema mitohondrijskom cyt b 
genu jer za taj gen postoji podatak o brzini mutacijske stope, dok se za druge gene nije mogao 
utvrditi dovoljan broj zajedniĉkih pouzdanih toĉaka na stablu za kalibraciju. Korištena je 
evolucijska stopa od 0.4% divergencije po liniji na milijun godina, izraĉunata prema fosilnim 
ostacima potporodice Leuciscinae, meĊu kojima su i fosilni ostaci roda Squalius (Perea i sur., 
2010.). Stabla su istraţivana po Yuleovom modelu specijacije, jednostavnom modelu po 
kojem svaka vrsta ima jednaku vjerojatnost za specijaciju u bilo kojem trenutku. Model ne 
podrazumijeva smrt, a diverzifikaciju prikazuje kao stohastiĉni Markovljev proces s 
parametrom prosjeĉnog broja specijacijskih dogaĊaja koji se odvijaju na evolucijskoj liniji po 
jedinici vremena (Mooers i sur., 2007.). Za izraĉun marginalnih vjerojatnosti podataka 
korišten je MCMC algoritam na 20 000 generacija. Ostali su parametri prvotnih distribucija 
korišteni kako je zadano programom. Evaluacija logaritamske vjerodostojnosti parametara, 
konvergencije izmeĊu analiza i izuzeća prvih 25% generacija (burn-in) uĉinjena je u 
raĉunalnom programu Tracer 1.6 (Drummond i Rambaut, 2007.). Nakon utvrĊene 
konvergencije, za sve parametre izmeĊu analiza rekonstruirano je konsenzusno stablo na 
temelju 50%-tne većine stabala. Najvjerodostojnije stablo dobiveno je uz pomoć programa 
TreeAnnotator 1.8.4. implementiranog u BEAST programskom paketu (Drummond i 
Rambaut, 2007.). 
 
Određivanje genskih polimorfizama i diferencijacije 
U svrhu molekularne taksonomije odreĊena su nukleotidna mjesta koja predstavljaju 
dijagnostiĉka mjesta meĊu vrstama (fiksne razlike), odnosno polimorfna nukleotidna mjesta 
na kojima se sve sekvence jedne grupe razlikuju od druge grupe u raĉunalnom programu 
SITES. Isto tako odreĊeni su i dijeljeni polimorfizmi, odnosno polimorfna mjesta na kojima 
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se u svakoj sekvenci od dviju usporeĊivanih grupa mogu naći po dvije istovjetne baze (Hey i 
Wakeley, 1997.).  
Kako bi se dodatno analizirala evolucijska prošlost i populacijska genska struktura, 
korištene su metode populacijske genetike na razini vrste ili ispod razine vrste. Genski su 
polimorfizmi analizirani pomoću programskog paketa DnaSP (Librado i Rozas, 2009.) za tri 
ispitivana gena koja su bila zastupljena s dovoljnim brojem sekvenca za analizu (cyt b, rhod i 
rag1), a za svaku vrstu i populaciju odreĊene su sljedeće mjere DNA polimorfizma:  
- broj haplotipova (h) 
- raznolikost haplotipova (Hd) 
- broj polimorfnih mjesta (S) 
- nukleotidna raznolikost (π) izraţena kao srednja vrijednost broja razlika nukleotida 
- ukupan broj mutacija (η)  
- prosjeĉan broj razlika nukleotida (k).  
Uz to su odreĊene i frekvencije haplotipova po pojedinom lokalitetu i vrsti - udio 
jedinki odreĊenog haplotipa u odnosu na sve jedinke iste evolucijske linije, odnosno vrste.  
Kako bi se utvrdile razlike izmeĊu populacija iste vrste s razliĉitih lokaliteta, 
upotrijebljen je test genske diferencijacije. Za utvrĊivanje razlika meĊu populacijama 
provedeno je nekoliko testova temeljenih na haplotipovima (χ2; Nei, 1987., Hudson i sur., 
1992a.; HS i HST; Hudson i sur., 1992b.) i na nukleotidnim sekvencama (KS, KST, KS*, KST*, 
ZS, ZS*; Hudson i sur., 1992a., i Snn; Hudson, 2000.). Odluka o prihvaćanju ili odbijanju 
nulte hipoteze (nema genske razlike meĊu populacijama) donesena je na temelju testa 
permutacije provedenog na 1 000 replikanata. Mjesta s nepoznatim nukleotidima nisu bila 
ukljuĉena u analizu.  
Test temeljen na frekvenciji alela, χ2 test, ĉija se statistiĉka znaĉajnost ispituje MC 
simulacijama, raĉuna se prema izrazu: 
     
 
2
2
1 1
ˆ
ˆ
L K
ij i j
i j i j
n n p
n p

 

 ,  
gdje je L broj lokaliteta, K je broj haplotipova u ukupnom uzorku, dok ni prikazuje veliĉinu 
uzorka u lokalitetu i, nij je uoĉeni broj kopija haplotipa j iz lokaliteta i, a pˆ j prikazuje 
frekvenciju haplotipa j u ukupnom uzorku. Vrijednost HS predstavlja izraz za oteţani prosjek 
procijenjene raznolikosti haplotipova u subpopulacijama, uz dodatak teţinskog faktora w, te 
je izraĉunat uz pomoć jednadţbe: 
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1
L
i i
i
Hs wH

 , 
dok je HST vrijednost definirana sljedećim izrazom: 
 1 /ST S TH H H  ,  
gdje HT predstavlja procjenu raznolikosti haplotipova u ukupnoj populaciji.  
 
Za razliku od haplotipova, statistiĉki testovi temeljeni na sekvencama koriste 
informaciju o broju razlika izmeĊu sekvenca. Vrijednosti KS i KST izraĉunate su prema 
prikazanim formulama: 
      1 21SK wK w K    
i  
1 ( / )ST S TK K K  , 
gdje je KS izraz za oteţani parametar prosjeka izmeĊu K1 i K2, w je teţinski faktor, a KT 
prikazuje prosjek razlika izmeĊu dviju sekvenca bez obzira na njihov lokalitet. Parametri KS* 
i KST* raĉunaju se isto kao KS i KST vrijednost uz zamjenu izraza dij,lk s izrazom log (1 + dij,lk), 
zbog smanjivanja oteţavajućeg parametra, odnosno da se ne vrši korekcija dij,lk zbog 
višestrukih mutacija na istoj poziciji. Izraz dij,lk predstavlja broj razlika izmeĊu sekvence j iz 
lokaliteta i te sekvence k iz lokaliteta l. U „rang-statistici“ raĉunaju se Z i Z* vrijednosti 
nakon odreĊivanja dij,lk vrijednosti. Nulta se hipoteza (nema genske razlike meĊu 
populacijama) odbija u sluĉaju vrlo male Z vrijednosti. Izraz Z* predstavlja oteţanu 
vrijednost zbroja Z1* i Z2* vrijednosti (Hudson i sur, 1992a.). Vrijednost Snn pokazala se 
znatno snaţnijom u odnosu na druge spomenute testove, osim u sluĉaju malog broja uzoraka 
(gdje su se KS* i Z* pokazali statistiĉki snaţnijim pokazateljima kod visoke genske 
raznolikosti). Tom se vrijednosti pokazuje najbliţa susjedna sekvenca iz istog lokaliteta, a 
definirana je izrazom:  
     
1
S
n
j
nn
j n


 ,  
gdje je χj najbliţi susjed koji dolazi iz istog podruĉja kao i jedinka j. Ukoliko je populacija 
snaţno strukturirana, oĉekuje se pronalazak sekvence najbliţeg susjeda na istom lokalitetu. 
Ukoliko su populacije s dva lokaliteta vrlo razliĉite, oĉekuje se pribliţavanje Snn vrijednosti 
prema broju 1, dok je vrijednost oko 0,5 zabiljeţena kod populacija koje su dio jedne 
panmiktiĉne populacije s dva razliĉita lokaliteta. Za procjenu veliĉine Snn vrijednosti koristi 
se permutacijski test koji se sastoji od nasumiĉnih dodjela sekvenca lokalitetima dok broj 
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sekvenca iz svakog lokaliteta bude jednak originalnom uzorku. Udio preraspodjeljivanih 
uzoraka kojima je vrijednost Snn jednaka ili veća od uoĉene vrijednosti, ĉini procijenjenu P 
vrijednost (Hudson, 2000.).  
 
Određivanje genske udaljenosti 
Genskom se udaljenosti pokušava procijeniti prosjeĉan broj promjena po poziciji od 
trenutka kada su se dvije usporeĊivane sekvence razdvojile (Nei i Kumar, 2000.). 
Neispravljena genska p-udaljenost izmeĊu vrsta predstavlja udio nukleotidnih mjesta po 
kojima se dvije istraţivane sekvence razlikuju, a odreĊena je u raĉunalnom programu MEGA 
7 (Kumar i sur., 2016.). Kod izraĉuna se ne ispravljaju višestruke supstitucije na istoj poziciji, 
te se ne uzimaju u obzir razlike izmeĊu tranzicija i transverzija ili razlike u evolucijskoj stopi 
izmeĊu filogenetiĉkih linija (Nei i Kumar, 2000.).  
 
Određivanje protoka gena 
Kako bi se razumjela dinamika evolucije, potrebno je kvantificirati dogaĊaje 
migracije. Naime, migracijska stopa (m) i efektivna veliĉina populacije (Ne) predstavljaju 
vaţne evolucijske parametre za preţivljavanje populacije (Slatkin, 1973., Nagylaki i Lucier, 
1980., Slatkin 1985.). Tim se parametrima odreĊuje prostorna varijacija u frekvenciji 
nukleotida te efikasnost selekcije u oblikovanju genoma. Migracija pridonosi odrţavanju 
genske varijacije u populaciji unosom rijetkih alela u populaciju ukoliko se populacija širi (Fu 
i Li, 1993.). Nakon što geni imigranta uĊu u novu populaciju, mogu se inkorporirati spolnom 
reprodukcijom ili hibridizacijom, a naposljetku će doţivjeti i lomove uzrokovane 
rekombinacijom. Migracije uzrokuju protok gena te omogućavaju rekolonizaciju nakon 
lokalnog izumiranja. U populacijskoj se genetici migracija prikazuje odnosom imigranata u 
populaciji l koji su došli iz populacije j u zadnjoj generaciji (Watts i sur., 2007.).  
Kako bi se pojasnili demografski dogaĊaji poput migracija, u raĉunalnom programu 
DnaSP (Librado i Rozas, 2009.) izraĉunati su testovi genske diferencijacije i protoka gena 
meĊu populacijama s razliĉitih lokaliteta, koristeći informaciju o ploidiji genoma i test 
permutacije na 1 000 replikanata. Pritom su izraĉunati razliĉiti koeficijenti i procjenitelji. 
Koeficijent genske diferencijacije GST (Nei, 1973.) temelji se na podacima o haplotipovima i 
zapravo je modifikacija Wrightovog FST pokazatelja. Izraţava se formulom: 
/ST ST TG D H , 
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gdje je DST genska raznolikost definirana odnosom zbroja genske raznolikosti izmeĊu dviju 
populacija i kvadrata broja populacija, dok HT predstavlja prosjeĉnu gensku raznolikost u 
cijeloj populaciji (Hudson i sur., 1992a.). Fiksacijski indeks FST mjera je populacijske 
diferencijacije kao posljedice genske strukture, a izraĉunat je prema izrazu: 
     1 /ST w bF H H  , 
kod kojeg Hw oznaĉava prosjeĉan broj razlika izmeĊu razliĉitih sekvenca uzorkovanih iz iste 
subpopulacije, dok Hb predstavlja prosjeĉan broj razlika izmeĊu sekvenca uzorkovanih iz 
dviju razliĉitih subpopulacija (Hudson i sur., 1992b.). Razina protoka gena izraĉunata je 
prema Nm procjenitelju (Hudson i sur., 1992b.) sljedećim izrazom: 
     
1
2
w
b w
H
Nm
H H


. 
Koeficijent varijabilnosti NST (Lynch i Crease, 1990.) gotovo je isti kao i Nm procjenitelj, uz 
razliku Jukes-Cantorove korekcije koja podrazumijeva jednaku frekvenciju za sve nukleotidne 
baze uz jednaku vjerojatnost pojavljivanja tranzicija i transverzija (Jukes i Cantor, 1969.). Taj 
koeficijent predstavlja mjeru populacijske raspodjele na razini nukleotida, a opisuje se 
izrazom: 
ˆ
ˆ ˆ
b
ST
w b
v
N
v v


, 
gdje je bv  zdruţeni procjenitelj diferencijacije izmeĊu populacija, dok je wv  zdruţeni 
procjenitelj unutarpopulacijske diferencijacije, što nam zapravo pokazuje odnos prosjeĉne 
genske udaljenosti izmeĊu gena razliĉitih populacija i unutar gena u populaciji općenito. 
Procjena genskog protoka temeljena je na efektivnom broju migranata (Nm) i prikazana je 
kao FST i NST vrijednost (Lynch i Crease, 1990., Hudson i sur., 1992a. i b.). Istovremeno su 
izraĉunate delta (δST) i gama (γST) statistika prema izrazima opisanima u Nei (1982.). 
Za potrebe odreĊivanja unutarvrsne genske raznolikosti, jedinke su grupirane prema 
istim filogenetiĉkim linijima dobivenima filogenetiĉkim rekonstrukcijama za svaki gen 
zasebno. Za potrebu unutarpopulacijske analize, jedinke su grupirane ovisno o vrsti i 
lokalitetu. Populacije su nazvane imenom vrste i odgovarajućeg lokaliteta. Vrste iz Pazinĉice i 
Borutskog potoka smatrane su jednom populacijom (squalus_BPPA), kao i vrste iz Neretve, 
Trebišnjice, Ravnog polja i Hutovog blata (svallize_NETRRAHB) zbog povezanosti 
vodotokova, iako su se zadnje navedeni lokaliteti promotrili i zasebno.  
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4. REZULTATI 
 Iz istraţivanih uzoraka prikupljenih s 20 lokaliteta (19 iz jadranskog i jedan iz 
crnomorskog slijeva) dobivene su 133 zadovoljavajuće sekvence cyt b gena duţine 1140 pb 
(Tablica 6). Kod jezgrinih gena uspješno je izolirano i sekvencirano 144 sekvenca rhod gena 
od 72 analizirane jedinke duţine 810 pb, zatim 120 sekvenca rag1 gena od 60 jedinki duţine 
1443 pb, dok je za S7 uspješno analizirano 26 sekvenca (13 jedinki) duţine 911 pb 
(ukljuĉujući praznine). Insercije i delecije (uz supstitucije) primijećene su samo kod sekvenca 
introna jezgrinog gena za ribosomalni protein S7, dok su kod ostalih gena primijećene samo 
supstitucije nukleotida. Udio heterozigotnih jedinki u jezgrinih gena (diploidi) bio je najveći 
kod rhod gena (42%). Kod introna gena za S7 pronaĊeno je 23% heterozigota, a kod rag1 
gena 22% heterozigota. 
4.1. Testovi neutralnosti mutacija i rekombinacije za sve ispitivane gene 
Neutralnost mutacija provjerava se zbog toga što neutralne mutacije ne utjeĉu na fitnes 
i preţivljavanje jedinki, te se stoga prenose kroz generacije pa su kao takve pogodne za 
filogenetiĉka istraţivanja. Za provoĊenje testova bile su potrebno najmanje ĉetiri sekvence pa 
se kod vrsta s manjim brojem sekvenca testovi nisu mogli izraĉunati. Tako se kod lokusa cyt b 
gena test neutralnosti nije mogao provesti za vrstu S. tenellus koja je predstavljena samo s 
jednom jedinkom. Svi su testovi neutralnosti za cyt b pokazali da su geni trenutno u stanju 
neutralnosti (Tablica 10), osim za vrstu S. svallize koja je jedino po Tajiminom D testu dala 
negativnu statistiĉki znaĉajnu vrijednost (D = -1,852*). Svi drugi testovi za istu vrstu nisu 
pokazali znakove selekcije pa se u ovom sluĉaju ne moţe odbaciti model neutralnosti. Budući 
da je ta vrsta predstavljena s većim brojem sekvenca (n=22), odbacuje se mogućnost 
dobivenog rezultata zbog malog broja predstavnika, što isto moţe dovesti do krive 
interpretacije rezultata. Statistiĉka znaĉajnost Tajiminog D testa moţe biti rezultat i drugih 
ĉimbenika osim selekcije, poput širenja populacije, koji onda utjeĉu na devijaciju rezultata 
statistiĉkih testova neutralnosti sliĉno kao i selekcija. To se objašnjava povećanim brojem 
rijetkih varijanti zbog populacijskog širenja nakon nedavnog uĉinka uskog grla, što nam 
potvrĊuje i ĉinjenica da su od pet razliĉitih dobivenih haplotipova cyt b gena za vrstu S. 
svallize, ĉetiri predstavljena s jednom sekvencom - što upućuje na povećan broj rijetkih 
varijanti. To potvrĊuje i negativna FS vrijednost (-0,121) za istu vrstu. Svi testovi neutralnosti 
provedeni na jezgrinom rhod genu nisu pokazali nikakvo odstupanje od neutralnog modela. 
Naime, niti jedan od dobivenih rezultata nije pokazivao statistiĉku znaĉajnost (p<0,05). Kod 
sekvenca vrsta S. illyricus i S. microlepis nije bilo segregirajućih mjesta te se test neutralnosti 
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nije mogao izraĉunati. Testovi neutralnosti provedeni na sekvencama jezgrinog rag1 gena 
pokazali su odstupanje od neutralnog modela za vrstu S. svallize (D = -2,077*, D* = -3,757**, 
F* = 3,779) te za vrstu S. squalus (D = - 2,344**, D* = -3,986**, F* = -4,063**), dok se kod 
ostalih vrsta test nije mogao izvesti zbog malog broja sekvenca (S. zrmanjae, S. microlepis i S. 
tenellus) ili nepostojanja segregirajućih mjesta (S. illyricus). S obzirom na povećan broj 
rijetkih varijanti moguće je objašnjenje nedavnog populacijskog širenja vrsta S. svallize i S. 
squalus nakon uĉinka uskog grla. Naime, od 11 pronaĊenih haplotipova vrste S. squalus osam 
je predstavljeno samo s jednom sekvencom, dok su kod vrste S. svallize od ĉetiri haplotipa 
dva predstavljena s jednom sekvencom, što upućuje na povećan broj rijetkih varijanti (sliĉno 
kao i kod cyt b gena). To se potvrĊuje i negativnom FS vrijednosti za obje vrste (-1,271 i -
1,906). Testovi neutralnosti introna jezgrinog gena za S7 provedeni su za sve vrste ĉije su 
sekvence bile dostupne (S. svallize, S. squalus i S. illyricus), osim za vrstu S. zrmanjae koja je 
predstavljena s premalim brojem sekvenca. Testovi nisu pokazali odstupanje od neutralnog 
modela niti za jednu ispitivanu vrstu.  
Svi testovi rekombinacije pokazali su nikakve ili vrlo male vrijednosti minimalnog 
broja rekombinacijskih dogaĊaja koji su bili puno manji u odnosu na broj mutacija, što 
upućuje na zakljuĉak da rekombinacija nije utjecala na filogenetiĉki obrazac (Tablica 10). 
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Tablica 10. Indeksi genske raznolikosti i rezultati ispitivanja neutralnosti i rekombinacije istraţivanih lokusa po pojedinoj istraţivanoj vrsti 
Znaĉenje kratica: N - broj sekvenca; h - broj haplotipova; S - broj segregirajućih mjesta; π - nukleotidna raznolikost; Ѳ - Wattersonov 
populacijski mutacijski parametar po nukleotidu; D (Tajima, 1989.), D* (Fu i Li, 1993.), F* (Fu i Li, 1993.), FS (Fu, 1997.), S (Strobeck, 1987.) - 
parametri testova neutralnosti; R - rekombinacijski parametar izmeĊu udaljenih mjesta; Ra - rekombinacijski parametar izmeĊu susjednih mjesta; 
Rm - najmanji broj rekombinacijskih dogaĊaja; η - broj mutacija  
 
Lokus/ vrsta N h S π Ѳ D  D*  
 
F*  
 
FS  
 
S  R Ra Rm η 
cyt b 
S. squalus 
S. svallize 
S. zrmanjae 
S. illyricus 
S. tenellus 
S. microlepis 
S. sp. 
 
66 
22 
5 
24 
1 
4 
5 
 
12 
5 
2 
6 
1 
3 
2 
 
24 
11 
1 
5 
- 
4 
1 
 
0,003 
0,001 
0,0004 
0,001 
- 
0,002 
0,0005 
 
0,005 
0,003 
0,0004 
0,001 
- 
0,002 
0,0004 
 
-0,980 
-1,852* 
-0,817 
 0,349 
- 
-0,065 
 1,225 
 
-1,357 
-1,745 
-0,817 
 0,332 
- 
-0,065 
 1,225 
 
-1,453 
-2,065 
-0,772 
 0,390 
- 
-0,060 
 1,157 
 
-0,426 
-0,121 
 0,090 
-0,780 
- 
 0,251 
 0,626 
 
0,736 
0,752 
0,875 
0,852 
- 
0,851 
0,784 
 
6,1 
0,001 
>10000 
23,6 
- 
11,4 
>10000 
 
0,005 
0 
- 
0,021 
- 
0,010 
- 
 
0 
1 
0 
0 
- 
0 
0 
 
25 
11 
1 
5 
- 
4 
1 
rhod 
S. squalus 
S. svallize 
S. zrmanjae 
S. illyricus 
S. tenellus 
S. microlepis 
 
51 
53 
5 
11 
0 
7 
 
6 
3 
2 
1 
 
1 
 
6 
2 
1 
0 
 
0 
 
0,0008 
0,0006 
0,0005 
0 
 
0 
 
0,002 
0,0005 
0,0006 
- 
 
- 
 
-1,322 
 0,164 
-0,817 
- 
 
- 
 
-1,414 
-0,909 
-0,817 
- 
 
- 
 
-1,624 
-0,686 
-0,772 
- 
 
- 
 
-2,417 
 0,332 
 0,090 
- 
 
- 
 
0,974 
0,706 
0,875 
- 
 
- 
 
0,001 
119 
>10000 
- 
 
- 
 
0 
0,147 
- 
- 
 
- 
 
1 
0 
0 
- 
 
- 
 
6 
2 
1 
0 
 
0 
rag1 
S. squalus 
S. svallize 
S. zrmanjae 
S. illyricus 
S. tenellus 
S. microlepis 
 
37 
53 
1 
15 
2 
1 
 
10 
4 
1 
1 
1 
1 
 
30 
8 
- 
0 
0 
- 
 
0,002 
0,0003 
- 
0 
0 
- 
 
0,005 
0,001 
- 
- 
- 
- 
 
-2,344** 
-2,077* 
- 
- 
- 
- 
 
-3,986** 
-3,757** 
- 
- 
- 
- 
 
-4,063** 
-3,779** 
- 
- 
- 
- 
 
-1,906 
-1,271 
- 
- 
- 
- 
 
0,941 
0,927 
- 
- 
- 
- 
 
0,001 
0,001 
- 
- 
- 
- 
 
0 
0 
- 
- 
- 
- 
 
1 
0 
- 
- 
- 
- 
 
30 
8 
- 
0 
0 
- 
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Tablica 10. - nastavak  
 
Lokus/ vrsta N h S π Ѳ D  D*  F*  FS 
 
S  R Ra Rm η 
S7 
S. squalus 
S. svallize 
S. zrmanjae 
S. illyricus 
S. tenellus 
S. microlepis 
 
6 
12 
2 
4 
0 
0 
 
3 
2 
1 
2 
 
2 
3 
0 
5 
 
0,001 
0,001 
0 
0,003 
 
0,001 
0,001 
- 
0,003 
 
 1,393 
-0,278 
- 
-0,797 
 
 1,280 
 1,105 
- 
-0,797 
 
 1,354 
 0,855 
- 
-0,753 
 
0,020 
2,185 
- 
2,598 
 
 
0,827 
0,379 
- 
0,387 
 
199 
0,001 
- 
0,001 
 
0.248 
0 
- 
0 
 
0 
0 
- 
0 
 
2 
3 
- 
5 
91 
 
4.2. Raznolikost i geografska distribucija haplotipova 
Haplotipovi gena za citokrom b 
U setu od 133 istraţivane mitohondrijske sekvence cyt b gena (127 jadranskih i 6 
crnomorskih sekvenca) dobiveno je ukupno 35 haplotipova (31 jadranski i 4 crnomorska 
haplotipa). Broj sekvenca, uz odgovarajuće lokalitete i haplotipove, prikazan je u Tablici 11. 
 
Tablica 11. Geografska distribucija haplotipova cyt b gena (imena haplotipova prikazana su u 
zagradi) po pojedinom lokalitetu  
Posebno su istaknuti haplotipovi naĊeni iskljuĉivo na odreĊenom lokalitetu. Znaĉenje kratica: 
N - broj sekvenca, N(h) - broj haplotipova 
 
Lokalitet N N(h)  N(h) spec. za lokalitet 
Dragonja 5 2 (IST1, IST2) 1 (IST2) 
Mirna 6 2 (IST1, IST5) 1 (IST5) 
Borutski potok 9 1 (IST1) 0 
Pazinĉica 8 1 (IST1) 0 
Raša 3 3 (IST1, IST4, VIS1) 0 
Boljunšćica 8 3 (IST3, IST4, ILI1) 1 (IST3) 
Zrmanja  6 2 (ZRM1, ILI1) 1 (ZRM1) 
Krka 8 3 (ZRM2, ILI3, ILI4) 1 (ZRM2) 
Visovac/ Krka 9 6 (ILI1, ILI3, ILI4,VIS1,VIS2, VIS3) 2 (VIS2, VIS3) 
Vinalić/ Cetina 8 4 (ILI1, ILI2, ILI5, ILI6) 3 (ILI2, ILI5, ILI6) 
Ruda 1 1 (TEN1) 1 (TEN1) 
Prološko blato 2 2 (MIC1, MIC2) 1 (MIC2) 
Vrljika 2 2 (MIC1, MIC3) 1 (MIC3) 
Neretva 13 2 (SVA1, SVA2) 1 (SVA2) 
Hutovo blato 4 4 (SVA1, SVA3, SVA4, SVA5) 3 (SVA3, SVA4,SVA5) 
Trebišnjica 10 5 (SVA1, TRE1, TRE2, TRE3, LJUT1) 2 (TRE1, TRE3) 
Ravno 8 3 (SVA1, TRE2, LJUT1) 0 
Ljuta 17 3 (LJUT1, LJUT2, LJUT3) 2 (LJUT2, LJUT3) 
 
Unatoĉ malom broju ulovljenih jedinki, najveća raznolikost haplotipova uoĉena je u 
hercegovaĉkom Hutovom blatu (ĉetiri jedinke) te u istarskoj Raši (tri jedinke), gdje broj 
jedinki odgovara i broju razliĉitih pronaĊenih haplotipova. Velika raznolikost haplotipova 
pronaĊena je i u vodama Imotskog polja (Vrljika i Prološko blato), s ĉetiri sekvence koje 
posjeduju tri haplotipa. Od lokaliteta s većim brojem predstavnika, umjerenu raznolikost 
pokazuju haplotipovi pronaĊeni na podruĉju Visovca na Krki, Vinalića na Cetini i u 
Trebišnjici. Mala raznolikost zabiljeţena je u rijekama Ljutoj i Neretvi. Naime, 17 sekvenca 
posjeduje samo tri haplotipa s lokaliteta Ljute, dok 13 sekvenca iz Neretve posjeduje samo 
dva haplotipa. Najmanja raznolikost haplotipova zabiljeţena je unutar istarskih sekvenca iz 
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Borutskog potoka i Pazinĉice, gdje svih 17 sekvenca posjeduje isti cyt b haplotip. Najviše 
specifiĉnih haplotipova za lokalitete zabiljeţeno je u rijeci Cetini i na podruĉju Hutovog blata 
(3 jedinstvena haplotipa).  
Haplotipovi cyt b gena po lokalitetu prikazani su u Tablici 12. Na lokalitetima gdje je 
pronaĊeno više haplotipova, većinom se radi o istim filogenetiĉkim linijama. Izuzetak ĉine 
lokaliteti Zrmanje, Krke (uz Visovac), Ravnog polja i Trebišnjice na kojima je naĊeno više 
razliĉitih filogenetiĉkih linija. Na podruĉju Trebišnjice i Ravnog polja pronaĊene su tri, dok 
su u Krki, Visovcu i Zrmanji pronaĊene dvije razliĉite filogenetiĉke linije.  
Od 39 istraţivanih istarskih sekvenca, 36 ih posjeduje S. squalus haplotipove (pet 
haplotipova), dok, neoĉekivano, tri jedinke posjeduju S. illyricus haplotip (jedan haplotip iz 
Boljunšćice). U Zrmanji su pronaĊeni haplotipovi vrsta S. zrmanjae i S. illyricus, dok je u 
Riĉici pronaĊen samo S. zrmanjae haplotip. Kao i u Zrmanji, u Krki su pronaĊeni haplotipovi 
vrsta S. illyricus i S. zrmanjae, dok su na lokalitetu Visovca na Krki, uz navedene, pronaĊeni i 
haplotipovi vrste S. squalus. U rijeci Cetini pronaĊeni su haplotipovi vrste S. illyricus, dok je 
u Rudi pronaĊen haplotip vrste S. tenellus. U Vrljici i Prološkom blatu pronaĊeni su 
haplotipovi koji odgovaraju vrsti S. microlepis. U Trebišnjici (i Ravnom polju), uz pronaĊene 
haplotipove vrsta S. squalus i S. svallize, pronaĊeni su i haplotipovi koji pripadaju novoj 
izdvojenoj filogenetiĉkoj liniji (dva haplotipa, pet sekvenca) - S. sp. TRRA. U Neretvi i 
Hutovom blatu pronaĊeni su iskljuĉivo haplotipovi vrste S. svallize, dok su u Ljutoj sekvence 
cyt b gena posjedovale haplotipove vrste S. squalus.  
 Geografska distribucija cyt b haplotipova pokazala je iznenaĊujuće rezultate 
pokazujući veću raširenost haplotipova vrste S. illyricus i S. squalus od oĉekivane. S druge 
strane, iz rijeka Dragonje, Pazinĉice i Boljunĉice ni po jednom genskom biljegu nije pronaĊen 
jedinstven haplotip koji bi odgovarao vrsti S. janae, koja je na tim lokalitetima nedavno 
opisana (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 2010., Zupanĉiĉ i sur., 2010a.). Haplotipovi pronaĊeni u tim 
istarskim rijekama široko su rasprostranjeni i u drugim istarskim rijekama, te su genski sliĉni 
haplotipovima vrste S. squalus iz drugih podruĉja. 
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Tablica 12. Broj sekvenca rasporeĊenih uz pripadajući haplotip cyt b gena po pojedinom lokalitetu  
Podebljana imena haplotipova predstavljaju prvog predstavnika razliĉite filogenetiĉke linije u nizu. Znaĉenje kratica: DR - Dragonja, MI - Mirna, 
BP - Borutski potok, PA - Pazinĉica, RŠ - Raša, BO - Boljunšćica, LI - Riĉica (Lika), ZR - Zrmanja(+Riĉica), KR - Krka, VS - Visovac (Krka), 
VI - Vinalić (Cetina), RU - Ruda, PB - Prološko blato, VR - Vrljika, NE - Neretva, ME - Metković (Neretva), HB - Hutovo blato, TR - 
Trebišnjica, RA - Ravno polje, LJU - Ljuta 
 
Br. lok. 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15./16. 17. 18. 19. 20. 
Lok. DR MI BP PA RŠ BO LI ZR KR VS VI RU PB VR NE, ME HB TR RA LJU 
IST1 3 4 8 8 1               
IST2 2                   
IST3      1              
IST4     1 4              
IST5  2                  
VIS1     1     3          
VIS2          1          
VIS3          1          
TRE3                 1   
LJUT1                 3 4 15 
LJUT2                   1 
LJUT3                   1 
ZRM1       2 2            
ZRM2         1           
ILI1      3  2  1 3         
ILI2           1         
ILI3         6 2          
ILI4         1 1          
ILI5           2         
ILI6           2         
TEN1            1        
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Tablica 12. - nastavak 
 
Br. lok. 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15./16. 17. 18. 19. 20. 
Lok. DR MI BP PA RŠ BO LI ZR KR VS VI RU PB VR NE, ME HB TR RA LJU 
MIC1             1 1      
MIC2             1       
MIC3              1      
SVA1               12 1 2 3  
SVA2               1     
SVA3                1    
SVA4                1    
SVA5                1    
TRE1                 3   
TRE2                 1 1  
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Frekvencija cyt b haplotipova razliĉita je unutar vrsta, ĉesto s dominacijom jednog ili 
dva haplotipa ovisno o vrsti, dok su druge haplotipove posjedovale jedna ili par sekvenca 
(Tablica 13). Kod vrste S. squalus dominiraju dva haplotipa u odnosu na ostale - jedan je u 
sjevernoj, istarskoj grupi pronaĊen na podruĉju Dragonje, Pazinĉice, Borutskog potoka, Mirne 
i Raše (IST1), dok je drugi u juţnoj grupi pronaĊen na podruĉju Trebišnjice, Ravnog polja i 
Ljute (LJUT1). Kod vrste S. illyricus dominiraju dva haplotipa - jedan je pronaĊen na širem 
geografskom podruĉju (Cetina, Zrmanja, Visovac i Boljunšćica; ILI1), a drugi je pronaĊen 
samo u rijeci Krki (zajedno s Visovcem; ILI3). Sve sekvence vrste S. zrmanjae iz Zrmanje i 
Riĉice pripale su dominantnom haplotipu (ZRM1), dok je haplotip iz Krke posjedovala samo 
jedna pronaĊena sekvenca (ZRM2). Kod nove filogenetiĉke linije iz Trebišnjice i Ravnog 
polja ĉije su sekvence posjedovale dva haplotipa, podjednako se pojavljuju oba (mali broj 
istraţivanih sekvenca, n=5). Za vrstu S. svallize dominirajući je haplotip pronaĊen u cijelom 
neretvanskom slijevu (SVA1). Za vrstu S. tenellus analizirana je samo jedna sekvenca iz 
Rude, pa se frekvencija haplotipova nije mogla izraĉunati. 
 
Tablica 13. Frekvencija cyt b haplotipova istraţivanih vrsta klenova u rijekama jadranskog 
slijeva  
Vrijednosti su izraĉunate kao udio odreĊenog haplotipa u ukupnom broju sekvenca iste 
filogenetiĉke linije. Razliĉite su filogenetiĉke linije odvojene novim stupcem ili praznim 
redom. 
 
haplotip f (h) (%) haplotip f (h) (%) haplotip f (h) (%) 
IST1 37,9 ILI1 37,5 ZRM1 80,0 
IST2 3,0 ILI2 4,2 ZRM2 20,0 
IST3 1,5 ILI3 33,3   
IST4 7,6 ILI4 8,3 TRE1 60,0 
IST5 3,0 ILI5 8,3 TRE2 40,0 
VIS1 6,1 ILI6 8,3   
VIS2 1,5   SVA1 81,8 
VIS3 1,5 MIC1 50,0 SVA2 4,5 
TRE3 1,5 MIC2 25,0 SVA3 4,5 
LJUT1 33,3 MIC3 25,0 SVA4 4,5 
LJUT2 1,5   SVA5 4,5 
LJUT3 1,5 TEN1 100,0   
 
Haplotipovi jezgrinog gena za rodopsin 
U setu od 140 istraţivanih sekvenca (128 jadranskih i 12 crnomorskih sekvenca) 
jezgrinog gena za rodopsin ukupno je pronaĊeno 19 haplotipova (13 jadranskih i 6 
crnomorskih haplotipova). Geografska distribucija haplotipova gena za rodopsin prikazana je 
u Tablici 14. Najveća raznolikost haplotipova zabiljeţena je u Dragonji, gdje svih šest 
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analiziranih sekvenca posjeduje razliĉite haplotipove. Osim toga, za Dragonju su specifiĉna 
ĉetiri haplotipa pronaĊena iskljuĉivo na tom lokalitetu. Za razliku od Dragonje, u ostalim 
istarskim rijekama utvrĊena je niska raznolikost. Tako je u Pazinĉici 10 sekvenca posjedovalo 
samo dva haplotipa. U Mirni, Zrmanji, Rudi i Vrljici pronaĊen je samo jedan haplotip, na što 
je mogao utjecati i mali broj analiziranih sekvenca iz tih podruĉja. Najmanja je raznolikost 
haplotipova zabiljeţena na lokalitetima Neretve i Trebišnjice, gdje su unatoĉ većem broju 
sekvenca (18 i 20) pronaĊena samo dva haplotipa. Isto tako, uz veći broj istraţivanih 
sekvenca, na lokalitetima Ravnog polja (n=14) i Ljute (n=28) pronaĊena su samo 3 haplotipa.  
 
Tablica 14. Geografska distribucija haplotipova jezgrinog gena za rodopsin istraţivanih vrsta 
Squalius u rijekama jadranskog slijeva 
 
Br. 
lok. 
Lokalitet Br. 
sekv. 
Ukupan br. haplotipova Br. haplotipova 
spec. za lokalitet 
1. Dragonja 6  6 (rDRA1, rDRA2, rSQU1, 
rSQU2, rSQU3, rSQU4) 
4 (rDRA1, rDRA2, 
rSQU1, rSQU3) 
2. Mirna 2  1 (rSQU2) 0 
3. Borutski potok 6  2 (rSQU2, rSQU4) 0 
4. Pazinĉica 10  2 (rSQU2, rSQU4) 0 
8. Zrmanja 4  1 (rZRM2) 1 (rZRM2) 
9. Krka 12  3 (rILI1, rSQU4, rZRM1) 1 (rZRM1) 
12. Ruda 4  1 (rMIC1) 0 
13. Prološko blato 2  2 (rILI1, rMIC1) 0 
14. Vrljika 2  1 (rMIC1) 0 
15. Neretva 18  2 (rSVA1, rSVA2) 0 
18. Trebišnjica 20  2 (rSQU4, rSVA2) 0 
19. Ravno polje 14  3 (rSQU4, rSVA1, rSVA2) 0 
20. Ljuta 28  3 (rSVA1, rSVA2, rSVA3) 1 (rSVA3) 
 
Kod jezgrinog gena za rodopsin primijećena je pojava dijeljenja istog haplotipa 
izmeĊu razliĉitih vrsta, S. microlepis i S. illyricus (ustanovljenih prema mtDNA) (Tablica 15). 
Tako su sekvence iz Rude, Prološkog blata i Vrljike posjedovale jedan zajedniĉki haplotip 
(rMIC1), dok prema cyt b genu jedinke iz Rude posjeduju haplotip vrste S. tenellus, a ostale 
navedene sekvence posjeduju haplotip vrste S. microlepis. Budući da se smatra da u Rudi 
obitava vrsta S. tenellus, razlog tomu je najvjerojatnije nepotpuno razvrstavanje linija zbog 
sporije mutacijske stope jezgrinih gena. Isto tako, kod jedne jedinke iz Krke (S. illyricus 
prema mtDNA) sekvence su pripale haplotipovima razliĉitih vrsta, S. illyricus i S. squalus 
(rILI1 i rSQU4). Razlika u odnosu na mtDNA uoĉena je i kod sekvenca iz Trebišnjice i 
Ravnog polja koje su se po mtDNA izdvojile u novu filogenetiĉku liniju, dok po jezgrinom 
genu za rodopsin posjeduju haplotip vrste S. squalus (rSQU4). Isto tako, sekvence iz Ljute po 
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rhod genu posjeduju tri S. svallize haplotipa (rSVA1, rSVA2 i rSVA3), za razliku od cyt b 
sekvenca gdje su se izdvojili S. squalus haplotipovi.  
 
Tablica 15. Broj sekvenca s pojedinog lokaliteta uz odgovarajuće haplotipove jezgrinog gena 
za rodopsin istraţivanih jadranskih vrsta klenova 
Poĉetak nove filogenetiĉke linije obiljeţen je podebljanim slovima prvog haplotipa u nizu. 
Znaĉenje kratica: DR - Dragonja, MI - Mirna, BP - Borutski potok, PA - Pazinĉica, ZR - 
Zrmanja, KR - Krka, RU - Ruda, PB - Prološko blato, VR - Vrljika, NE - Neretva, TR - 
Trebišnjica, RA - Ravno polje, LJU - Ljuta 
  
Za izraĉun frekvencije haplotipova kod haplotipova s nepotpunim razvrstavanjem 
linija uzete su samo jedinke iz Prološkog blata i Vrljike (podruĉje obitavanja iskljuĉivo vrste 
S. microlepis) te Krke, koje su potvrĊene i mitohondrijskim cyt b genom. Frekvencije 
haplotipova sekvenca jezgrinog gena za rodopsin pokazale su da za svaku filogenetiĉku liniju 
dominira po jedan haplotip pojavljujući se u više od polovice uzoraka iste vrste (Tablica 16).  
Kod vrste S. squalus dominira rSQU4 haplotip koji je pronaĊen kod jedinki iz 
Dragonje i Pazinĉice (zajedno s Borutskim potokom), Trebišnjice i Ravnog polja te kod jedne 
jedinke iz Krke. Kod vrste S. svallize dominira rSVA2 haplotip pronaĊen u Neretvi, 
Trebišnjici, Ravnom polju i Ljutoj. Kod vrste S. zrmanjae dominira haplotip iz Zrmanje, dok 
je kod vrsta S. illyricus i S. microlepis pronaĊen samo jedan haplotip. Osim vrste S. illyricus 
koja je predstavljena s dovoljnim brojem sekvenca unutar jednog haplotipa, kod ostalih 
navedenih vrsta analiziran je mali broj sekvenca pa frekvencija haplotipova ne mora nuţno 
odgovarati stvarnom stanju. 
 
Br. lok. 1. 2. 3. 4. 8. 9. 12. 13. 14. 15. 18. 19. 20. 
Lok. DR MI BP PA ZR KR RU PB VR NE TR RA LJU 
rDRA1 1             
rDRA2 1             
rSQU1 1             
rSQU2 1 2 3 5          
rSQU3 1             
rSQU4 1   5  1     19 8  
rZRM1      1        
rZRM2     4         
rILI1      10  1      
rMIC1       4 1 2     
rSVA1          7  2 7 
rSVA2          11 1 4 20 
rSVA3             1 
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Tablica 16. Frekvencija haplotipova jezgrinog gena za rodopsin istraţivanih vrsta klenova 
Razliĉite filogenetiĉke linije razdvojene su praznim redom. 
 
Haplotip f (h) % Haplotip f (h) % 
rDRA1 1,9 rILI1 100,0 
rDRA2 1,9   
rSQU1 
 
1,9 rMIC1 100,0 
rSQU2 21,2   
rSQU3 1,9 rSVA1 30,2 
rSQU4 71,2 rSVA2 67,9 
  rSVA3 1,9 
rZRM1 20,0   
rZRM2 80,0   
 
 
Haplotipovi jezgrinog rag1 gena 
U setu od 118 istraţivanih sekvenca jezgrinog rag1 gena ukupno su pronaĊena 23 
haplotipa. Ukupno je istraţivano 114 jadranskih sekvenca s 20 haplotipova, dok od ĉetiriju 
crnomorskih sekvenca jedna posjeduje haplotip jadranskih sekvenca (RSQU7), a ostale tri 
sekvence posjeduju tri razliĉita haplotipa. Geografska distribucija haplotipova jezgrinog rag1 
gena prikazana je u Tablici 17.  
 
Tablica 17. Geografska distribucija haplotipova jezgrinog rag1 gena istraţivanih vrsta 
Squalius u rijekama jadranskog slijeva  
 
Br.  
lok. 
Lokalitet Br. 
sekv. 
Ukupan br. haplotipova (ime 
haplotipa) 
Br. haplotipova spec. 
za lokalitet 
1. Dragonja 6 2 (RSQU7, RSQU10) 1 (RSQU10) 
2. Mirna 2 1 (RSQU7) 0 
3. Borutski potok 6 1 (RSQU7) 0 
4. Pazinĉica 6 3 (RSQU7, RSQU8, RSQU9) 2 (RSQU8, RSQU9) 
8. Zrmanja 2 2 (RZRM1, RZRM2) 2 (RZRM1, RZRM2) 
9. Krka 14 1 (RILI1) 0 
12. Ruda 2 1 (RTEN1) 1 (RTEN1) 
13. Prološko blato 2 2 (RILI1, RMIC1) 1 (RMIC1) 
14. Vrljika 2 1 (RILI1) 0 
15. Neretva 18 3 (RSVA1, RSVA2, RMET1) 2 (RSVA2, RMET1) 
18. Trebišnjica 16 7 (RSQU1, RSQU2, RSQU3, 
RSQU4, RSQU5, RSVA3, 
RSVA4) 
6 (RSQU2, RSQU3, 
RSQU4, RSQU5, 
RSVA3, RSVA4) 
19. Ravno polje 12 3 (RSQU1, RSQU6, RSVA1)  1 (RSQU6) 
20. Ljuta 26 1 (RSVA1) 0 
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Najveća raznolikost haplotipova zabiljeţena je u Trebišnjici gdje je pronaĊeno sedam 
razliĉitih haplotipova (16 sekvenca), od kojih je šest specifiĉno baš za taj lokalitet. Na sjeveru, 
unutar istarskih rijeka najveća je raznolikost haplotipova rag1 gena pronaĊena u Pazinĉici i 
Dragonji, dok je samo jedan haplotip pronaĊen u Borutskom potoku i Mirni (ali na mali broj 
istraţivanih sekvenca). Uz navedene lokalitete, mala je raznolikost zabiljeţena i u Krki, Rudi i 
Vrljici gdje je takoĊer pronaĊen samo jedan haplotip, na što je mogao utjecati i mali broj 
analiziranih predstavnika iz Rude i Vrljike, dok je za Krku uzorak bio dovoljno 
reprezentativan (14 sekvenca). Mali je broj haplotipova pronaĊen i u Neretvi, gdje su na 18 
sekvenca pronaĊena samo tri haplotipa. Najmanja je raznolikost zabiljeţena u Ljutoj, gdje je 
na ĉak 26 sekvenca pronaĊen samo jedan haplotip. 
Za razliku od sekvenca rhod gena iz Krke koje su posjedovale S. illyricus i S. squalus 
haplotipove, kod jedinki iz Krke uoĉeno je posjedovanje samo jednog haplotipa rag1 gena 
vrste S. illyricus (kao i kod cyt b gena) (Tablica 18). Sliĉno kao i kod rhod gena primijećeno 
je nepotpuno razvrstavanje linija. Naime, haplotip vrste S. illyricus (RILI1) kod rag1 gena 
dijelile su sekvence iz Krke, Prološkog blata i Vrljike. Jedinke iz Rude, kao i kod cyt b gena, 
za rag1 gen posjedovale su haplotipove vrste S. tenellus (RTEN1), dok su prema rhod genu 
posjedovale S. microlepis haplotip. Dvije ispitivane sekvence iz Prološkog blata posjedovale 
su haplotipove rag1 gena (RMIC1 i RILI1) karakteristiĉne za vrste S. microlepis i S. illyricus 
(kao i za rhod gen). Sekvence jedinki iz Trebišnjice i Ravnog polja koje su se po cyt b genu 
izdvojile u novu filogenetiĉku liniju, po rhod genu posjeduju haplotip vrste S. squalus, kod 
jezgrinog rag1 gena posjeduju jedan haplotip (RSQU1) vrste S. squalus, dok je izuzetak jedna 
heterozigotna jedinka iz Trebišnjice s jednom sekvencom haplotipa vrste S. svallize (RSVA3). 
Osim navedene jedinke iz Trebišnjice, još su dvije jedinke s istog lokaliteta (potvrĊene kao 
vrsta S. squalus prema cyt b i rhod) s dva razliĉita alela rag1 gena koji pripadaju vrstama S. 
squalus i S. svallize. Sve sekvence iz Ljute posjeduju jedan haplotip karakteristiĉan za vrstu S. 
svallize (RSVA1). Potrebno je istaknuti i jednu jedinku iz Drave koja je posjedovala haplotip 
vrste S. squalus (RSQU7), koji je pronaĊen iskljuĉivo u istarskim rijekama (Mirni, Pazinĉici, 
Dragonji i Borutskom potoku).  
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Tablica 18. Haplotipovi rag1 gena jadranskih vrsta klenova  
Prikazan je broj sekvenca ispod navedenih lokaliteta uz odgovarajuće haplotipove. Poĉetak 
nove filogenetiĉke linije obiljeţen je podebljanim slovima prvog odgovarajućeg haplotipa u 
nizu. Znaĉenje kratica: DR - Dragonja, MI - Mirna, BP - Borutski potok, PA - Pazinĉica, ZR - 
Zrmanja, KR - Krka, RU - Ruda, PB - Prološko blato, VR - Vrljika, NE - Neretva, TR - 
Trebišnjica, RA - Ravno polje, LJU - Ljuta, DV - Drava  
 
Br. lok. 1. 2. 3. 4. 8. 9. 12. 13. 14. 15. 18. 19. 20. 21. 
Lok. DR MI BP PA ZR KR RU PB VR NE TR RA LJU DV 
RSQU1           7 5   
RSQU2           1    
RSQU3           1    
RSQU4           1    
RSQU5           1    
RSQU6            1   
RSQU7 3 2 6 4          1 
RSQU8    1           
RSQU9    1           
RSQU10 3              
RZRM1     1          
RZRM2     1          
RILI1      14  1 2      
RMIC1        1       
RTEN1       2        
RSVA1          15  6 26  
RSVA2          1     
RSVA3           4    
RSVA4           1    
RMET1          2     
 
Za izraĉun frekvencije haplotipova nisu uzeti u obzir filogenetiĉki nerazriješeni 
haplotipovi RZRM2 i RMET1. Budući da se raĉunala frekvencija jadranskih haplotipova, nije 
uzeta u obzir ni jedinka iz Drave ĉija je sekvenca posjedovala istarski haplotip RSQU7. Kod 
vrste S. squalus prevladavaju dva haplotipa - jedan sjeverni iz istarskih rijeka pronaĊen u 
Dragonji, Mirni, Pazinĉici, Borutskom potoku (i Dravi) (RSQU7) te juţni iz Trebišnjice i 
Ravnog polja (RSQU1) (Tablica 19). Kod vrste S. svallize u velikom postotku dominira 
haplotip RSVA1 pronaĊen kod jedinki iz Neretve, Ravnog polja i Ljute. Kao i kod gena za 
rodopsin, sve sekvence rag1 gena vrste S. illyricus posjeduju samo jedan haplotip. Ostale su 
vrste predstavljene s premalim brojem sekvenca da bi se donio valjan zakljuĉak o frekvenciji 
haplotipova. 
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Tablica 19. Frekvencija haplotipova rag1 gena istraţivanih vrsta klenova jadranskog slijeva 
 
Haplotip f (h) % Haplotip f (h) % 
RSQU1 32,4 RZRM1 100,0 
RSQU2 2,7   
RSQU3 2,7 RILI1 100,0 
RSQU4 2,7   
RSQU5 2,7 RMIC1 100,0 
RSQU6 2,7   
RSQU7 40,5 RSVA1 88,7 
RSQU8 2,7 RSVA2 1,9 
RSQU9 2,7 RSVA3 7,5 
RSQU10 8,2 RSVA4 1,9 
    
RTEN1 100,0   
 
 
Haplotipovi introna jezgrinog gena za S7 
 U setu od 26 uspješno sekvenciranih jadranskih sekvenca ukupno je pronaĊeno 10 
haplotipova. Geografska distribucija pojedinih haplotipova introna jezgrinog gena za S7 
prikazana je u Tablici 20. Najveća raznolikost haplotipova zabiljeţena je u Neretvi i Ravnom 
polju, gdje su na ĉetiri sekvence pronaĊena tri haplotipa, odnosno na šest sekvenca dobivena 
su ĉetiri haplotipa. Najmanja raznolikost zabiljeţena je u Ljutoj, gdje je na osam sekvenca 
pronaĊen samo jedan haplotip.  
 
Tablica 20. Geografska distribucija haplotipova introna jezgrinog gena za S7 istraţivanih 
vrsta Squalius u rijekama jadranskog slijeva  
Znaĉenje kratica: KR - Krka, CE - Cetina, TR - Trebišnjica 
 
Br.  
lok. 
Lokalitet Br. 
sekv. 
Uk. br. haplotipova  
(ime haplotipa) 
Br. haplotipova  
spec. za lokalitet 
8. Zrmanja 2 1 (SZRM1) 1 (SZRM1) 
9. Krka 2 1 (SILI3) 1 (SILI3) 
10. Visovac (KR) 2 1 (SSVA1) 0 
11. Vinalić (CE) 2 2 (SILI1, SILI2) 2 (SILI1, SILI2) 
15. Neretva 4 3 (SSQU1, SSQU2, SMET1) 1 (SMET1) 
19. Ravno polje 
(TR) 
6 4 (SSQU1, SSQU2,  
SSQU3, SSVA2)  
2 (SSQU3, SVA2) 
20. Ljuta 8 1 (SSVA1) 0 
  
Sve su sekvence iz Ljute posjedovale S7 haplotip vrste S. svallize, kao što je sluĉaj i 
kod svih ostalih jezgrinih gena ukljuĉenih u ovo istraţivanje (Tablica 21). Zanimljivo je 
istaknuti jednu jedinku iz Visovca ĉija je cyt b sekvenca posjedovala haplotip vrste S. squalus, 
102 
 
dok je ista jedinka kod sekvenca introna jezgrinog gena za S7 imala sekvence haplotipa vrste 
S. svallize (SSVA1). Za ostale jezgrine gene kod spomenute jedinke nisu bile dostupne 
sekvence za istraţivanje. Kao i kod rag1 gena, i kod introna S7 gena pronaĊen je nerazriješeni 
haplotip iz Neretve (za ostale istraţivane gene kod navedene jedinke nisu bile dostupne 
sekvence).  
 
Tablica 21. Broj sekvenca odvojenih po lokalitetu i haplotipu introna jezgrinog S7 gena 
jadranskih vrsta klenova  
Poĉetak nove filogenetiĉke linije obiljeţen je podebljanim slovima prvog haplotipa u nizu. 
Znaĉenje kratica: ZR - Zrmanja, KR - Krka, VS - Visovac (KR), VI - Vinalić (Cetina), NE - 
Neretva, RA - Ravno polje, LJU - Ljuta 
 
Br. lok. 8. 9. 10. 11. 15. 19. 20. 
Lok. ZR KR VS  VI NE RA LJU 
SILI1    1    
SILI2    1    
SILI3  2      
SZRM1 2       
SSVA1   2    8 
SSQU1     1 2  
SSQU2     1 1  
SSQU3      1  
SMET1     2   
SSVA2      2  
 
Budući da je za ovaj molekularni biljeg uspješno sekvenciran mali broj sekvenca, 
frekvencija haplotipova nije izraĉunata. 
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4.3. Filogenetiĉki odnosi unutar klenova jadranskog slijeva 
4.3.1. Filogenetiĉka rekonstrukcija mitohondrijskog cyt b gena 
Filogenetiĉka rekonstrukcija raĊena je na temelju ukupno dobivenih 167 sekvenca (uz 
vanjsku grupu) na 1140 nukleotidnih mjesta (prvi skup podataka) cyt b gena. Na ukupno 64 
haplotipa (ukljuĉujući sekvence iz banke gena i vanjsku grupu) dobiveno je 757 nevarijabilnih 
mjesta te 383 varijabilna mjesta, od kojih je 320 bilo parsimonijski informativno.  
Analizom najveće parsimonije iz podataka za mitohondrijski biljeg cyt b dobiveno je 
filogenetiĉko stablo duţine 914 (Slika 28). Indeks konzistencije (CI) iznosio je 0,4967, CI bez 
neinformativnih znaĉajki (ukljuĉena samo varijabilna mjesta) iznosio je 0,4575, indeks 
homoplazije (HI) iznosio je 0,5033, dok je HI bez neinformativnih znaĉajki iznosio 0,5425, 
indeks retencije (RI) je 0,8533, a reskalirani indeks konzistencije (RC) je 0,4239. 
Filogenetiĉka rekonstrukcija cyt b sekvenca dobivena ML metodom (Slika 29) 
napravljena je uz pomoć Tamura-Nei evolucijskog modela (TN93; Tamura i Nei, 1993.), koji 
je odreĊen za najbolji evolucijski model s obzirom na uzorak, uz ukljuĉivanje dijela 
nevarijabilnih mjesta (+I; Shoemaker i Fitch, 1989.). Taj evolucijski model pretpostavlja 
nejednake frekvencije nukleotidnih baza i razlikuje tranzicijske od transverzijskih stopa. 
Evolucijske su stope modelirane uz pomoć diskretne gama-distribucije (+G). 
Konsenzusno stablo iz grupe najboljih analiziranih stabala, uz pravilo 50%-tne većine 
i izuzeće prvih 25% generacija (burn-in), dobiveno BAY metodom prikazano je na Slici 30.  
S ciljem dobivanja detaljnijeg uvida u filogenetiĉke odnose na populacijskoj razini 
izraĊene su filogenetiĉke mreţe metodom statistiĉke parsimonije i udruţivanja medijanskih 
vektora (MJ). Filogenetiĉka mreţa cyt b gena dobivena udruţivanjem medijanskih vektora 
prikazana je na Slici 31, dok je mreţa dobivena pomoću statistiĉke parsimonije uz 95%-tnu 
granicu povezivanja prikazana na Slici 32.  
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Slika 28. Filogram dobiven MP metodom na temelju cyt b sekvenca iz prvog skupa podataka 
Na grananjima uz ĉvorove upisane su vrijednosti podrţanosti (broj replikanata = 1 000). Uz 
haplotipove navedene su i odgovarajuće vrste uz lokalitete u zagradi. 
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Slika 29. Filogram dobiven ML metodom iz prvog skupa podataka sekvenca cyt b gena 
Na grananjima uz ĉvorove upisane su vrijednosti podrţanosti (broj replikanata = 1 000). Uz 
istraţivane haplotipove navedene su odgovarajuće vrste uz lokalitete u zagradi. 
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Slika 30. Filogram dobiven BAY metodom na temelju prvog skupa sekvenca cyt b gena 
Vrijednosti uz ĉvorove predstavljaju njihovu posteriornu vjerojatnost (*=100%). Uz 
obiljeţene haplotipove navedene su odgovarajuće vrste uz lokalitete u zagradi.
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Slika 31. Filogenetiĉka mreţa istraţivanih klenova dobivena MJ metodom iz prvog skupa podataka cyt b gena 
Crnim toĉkama predstavljeni su medijanski vektori. Crni brojevi iznad linija prikazuju broj mutacija izmeĊu vrsta (prikazano > 5 mutacija).
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Slika 32. Filogenetiĉka mreţa dobivena metodom statistiĉke 95 %-tne parsimonije na temelju cyt b sekvenca za sve istraţivane populacije 
Prikazane su jadranske populacije Squalius vrsta: a) S. svallize – S. zrmanjae, b) S. illyricus, c) S. microlepis – S. tenellus, d) S. sp. TR/RA, e) S. 
squalus. Haplotipovi iz banke gena obiljeţeni su prvim slovima odgovarajuće vrste i rednim brojem. Veliĉina ovala odgovara zastupljenosti 
haplotipa, dok kruţići predstavljaju mutaciju. Znaĉenje kratica: pres - prespensis, cep - cephalus, alb - albus 
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4.3.2. Filogenetiĉka rekonstrukcija prema jezgrinim genskim biljezima  
Gen za rodopsin 
Filogenetiĉka rekonstrukcija sekvenca rhod gena raĊena je na temelju 782 nukleotidna 
mjesta (158 sekvenca; drugi skup podataka; Tablica 7). Na ukupno 37 haplotipova 
(ukljuĉujući i sekvence iz banke gena i vanjske grupe) dobiveno je 667 nevarijabilnih i 115 
varijabilnih mjesta, od kojih je 26 parsimonijski informativno.  
Analizom najveće parsimonije iz podataka jezgrinog rhod gena dobiveno je 
filogenetiĉko stablo duţine 131. Indeks konzistencije (CI) iznosio je 0,9313, CI bez 
neinformativnih znaĉajki (ukljuĉena samo varijabilna mjesta) iznosio je 0,7805, indeks 
homoplazije (HI) iznosio je 0,0687, dok je HI bez neinformativnih znaĉajki iznosio 0,2915, 
indeks retencije (RI) je 0,9174, a reskalirani indeks konzistencije (RC) je 0,8544. 
Filogram dobiven na temelju MP metode prema sekvencama jezgrinog gena za 
rodopsin (drugi skup podataka) prikazan je na Slici 33. 
Kod primjene ML metode koristio se Kimura-2 parametar koji se pokazao kao najbolji 
evolucijski model (K2; Kimura, 1980.) u odnosu na uoĉene podatke. Ovaj model uzima u 
obzir jednaku frekvenciju pojavljivanja nukleotida, razlikovanje tranzicijske i transverzijske 
supstitucijske stope i nejednaku evolucijsku stopu meĊu nukleotidima. Evolucijske su stope 
modelirane uz pomoć gama-distribucije (+G). Filogram dobiven metodom samopodrţanja na 
1 000 replikanata prikazan je na Slici 34. 
Konsenzusno stablo iz grupe najboljih analiziranih stabala, uz pravilo 50%-tne većine 
i izuzeće prvih 25% generacija (burn-in), dobiveno BAY metodom prikazano je na Slici 35.  
Filogenetiĉka mreţa jezgrinog rhod gena dobivena udruţivanjem medijanskih vektora 
prikazana je na Slici 36, dok je mreţa konstruirana metodom 95 %-tne statistiĉke parsimonije 
prikazana na Slici 37.  
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Slika 33. Filogram dobiven MP metodom na temelju jezgrinog rhod gena (drugi skup 
podataka) 
Na grananjima uz ĉvorove upisane su vrijednosti podrţanosti (broj replikanata = 1 000). Uz 
haplotipove pridruţene su odgovarajuće vrste i u zagradi lokaliteti. 
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Slika 34. Filogram prema genu za rodopsin (drugi set podataka) dobiven putem ML metode 
na 1 000 replikanata 
Uz odgovarajuće ĉvorove prikazane su podrţanosti. Sa strane su uz haplotipove pridruţene 
odgovarajuće vrste zajedno s lokalitetima na kojima su haplotipovi pronaĊeni (u zagradi).
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Slika 35. Filogram prema genu za rodopsin dobiven pomoću BAY metode 
Uz ĉvorove su pridruţene odgovarajuće posteriorne vjerojatnosti.
113 
 
 
 
Slika 36. Filogenetiĉka mreţa jezgrinog gena za rodopsin izraĉunata uz pomoć medijanskih vektora (MJ metoda) 
Crne toĉke predstavljaju medijanske vektore. U sluĉaju više od dviju mutacija crnim brojevima prikazan je broj mutacija na grani. 
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Slika 37. Filogenetiĉka mreţa 95%-tne statistiĉke parsimonije sekvenca jezgrinog gena za rodopsin istraţivanih klenova jadranskog slijeva 
U obzir su uzete i dodatne sekvence iz Drave. Veliĉina ovala predstavlja zastupljenost haplotipova, dok kruţići predstavljaju neprimijećene 
haplotipove. 
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Gen za aktivaciju rekombinacije 
Filogenetiĉka rekonstrukcija prema sekvencama jezgrinog rag1 gena raĊena je na 136 
sekvenca (treći skup podataka) veliĉine 1443 nukleotidna mjesta (Tablica 8). Analiziran je 41 
haplotip (zajedno sa sekvencama iz banke gena i vanjskom grupom) i dobivena su 1243 
nevarijabilna mjesta i 150 varijabilnih mjesta, od kojih je 50 parsimonijski informativno.  
Analizom najveće parsimonije iz podataka jezgrinog rag1 gena dobiveno je 
filogenetiĉko stablo duţine 245 (Slika 38). Indeks konzistencije (CI) iznosio je 0,8571, CI bez 
neinformativnih znaĉajki (ukljuĉena samo varijabilna mjesta) iznosio je 0,6023, indeks 
homoplazije (HI) iznosio je 0,1429, dok je HI bez neinformativnih znaĉajki iznosio 0,3977, 
indeks retencije (RI) je 0,8961, a reskalirani indeks konzistencije (RC) je 0,7681. 
Za filogenetiĉku rekonstrukciju ML metodom koristio se Kimura-2 parametar koji se 
pokazao kao najbolji evolucijski model (K2; Kimura, 1980.) u odnosu na uoĉene podatke - 
koji podrazumijeva jednaku frekvenciju nukleotida, razlikovanje tranzicijske i transverzijske 
supstitucijske stope te nejednaku evolucijsku stopu izmeĊu nukleotida. Evolucijske su stope 
modelirane uz pomoć gama-distribucije (+G). Filogram prema sekvencama jezgrinog rag1 
gena dobiven je metodom samopodrţanja na 1 000 replikanata (Slika 39). 
Konsenzusno stablo iz grupe najboljih analiziranih stabala, uz pravilo 50%-tne većine 
i izuzeće prvih 25% generacija (burn-in), dobiveno BAY metodom prikazano je na Slici 40.  
Filogenetiĉka mreţa prema jezgrinom rag1 genu dobivena putem medijanskog 
udruţivanja prikazana je na Slici 41, dok je mreţa 95%-tnog statistiĉkog parsimonijskog 
povezivanja prikazana na Slici 42. 
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Slika 38. Filogram dobiven MP metodom prema jezgrinom rag1 genu (treći skup podataka) 
Vrijednosti uz odgovarajuće ĉvorove prikazuju podrţanosti (1 000 replikanata). Uz 
haplotipove navedene su odgovarajuće vrste i lokaliteti pronalaska (uz nerazriješene 
haplotipove pridruţeni su samo lokaliteti). 
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Slika 39. ML filogram prema jezgrinom rag1 genu 
Vrijednosti samopodrţanja prikazane su uz odgovarajuće ĉvorove (1 000 replikanata). Uz 
odgovarajuće razriješene haplotipove pridruţene su vrste i lokaliteti, dok su za nerazriješene 
haplotipove navedeni samo lokaliteti pronalaska. 
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Slika 40. Konsenzusno stablo dobiveno pomoću BAY metode prema jezgrinom rag1 genu (treći skup podataka) 
Uz ĉvorove su prikazane vrijednosti posteriorne vjerojatnosti.
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Slika 41. Filogenetiĉka mreţa prema jezgrinom rag1 genu (treći skup podataka) dobivena pomoću medijanskih vektora 
Neobiljeţeni manji crveni kruţići predstavljaju medijanske vektore. Broj mutacija prikazan je iznad grana crvenim brojem ukoliko je bilo više od 
triju mutacija.
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Slika 42. Filogenetiĉka mreţa 95%-tne statistiĉke parsimonije prema jezgrinom rag1 genu 
(treći skup podataka) 
Veliĉina ovala predstavlja zastupljenost haplotipova, dok kruţići predstavljaju nezabiljeţene 
haplotipove. 
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Intron jezgrinog gena za ribosomalni protein S7  
Filogenetiĉka rekonstrukcija raĊena je na temelju 48 sekvenca, zajedno sa sekvencama 
iz banke gena i vanjskom grupom, gdje su ukupno dobivena 32 haplotipa (ĉetvrti skup 
podataka; Tablica 9). Na ukupno 726 istraţivanih nukleotidnih mjesta dobiveno je 588 
nevarijabilnih i 85 varijabilnih mjesta, od kojih je 53 parsimonijski informativno.  
Analizom najveće parsimonije iz sekvenca introna jezgrinog gena za S7 dobiveno je 
filogenetiĉko stablo duţine 171 (Slika 43). Indeks konzistencije (CI) iznosio je 0,8538, CI bez 
neinformativnih znaĉajki (ukljuĉena samo varijabilna mjesta) iznosio je 0,6951, indeks 
homoplazije (HI) iznosio je 0,1462, dok je HI bez neinformativnih znaĉajki iznosio 0,3049, 
indeks retencije (RI) je 0,8980, a reskalirani indeks konzistencije (RC) je 0,7667. 
Tijekom ML metode, kao najbolji evolucijski model u odnosu na uoĉene podatke, 
koristio se Tamura-3 parametar (T92; Tamura, 1992.). Ovaj model uzima u obzir razlikovanje 
tranzicijske i transverzijske supstitucijske stope i razlikovanje po sadrţaju nukleotidnih G-C 
parova uz nejednaku evolucijsku stopu meĊu nukleotidima. Evolucijske su stope modelirane 
uz pomoć gama-distribucije (+G). Filogram dobiven na temelju metode samopodrţanja 
napravljenoj na 1 000 replikanata nakon ML metode prikazan je na Slici 44. 
Konsenzusno stablo iz grupe najboljih analiziranih stabala, uz pravilo 50%-tne većine 
i izuzeće prvih 25% generacija (burn-in), dobiveno BAY metodom prikazano je na Slici 45.  
Filogenetiĉka mreţa dobivena na temelju udruţivanja medijanskih vektora iz sekvenca 
introna gena za S7 prikazana je na Slici 46, dok je mreţa 95%-tne statistiĉke parsimonije 
prikazana na Slici 47. 
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Slika 43. Filogram dobiven MP metodom prema sekvencama introna jezgrinog gena za S7 
(ĉetvrti skup podataka) 
Vrijednosti uz odgovarajuće ĉvorove prikazuju podrţanosti (1 000 replikanata). Uz 
haplotipove navedene su odgovarajuće vrste i lokaliteti pronalaska (uz nerazriješene 
haplotipove navedeni su samo lokaliteti). 
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Slika 44. Filogram rekonstruiran ML metodom prema sekvencama introna jezgrinog gena za 
S7 
Vrijednosti podrţanosti prikazane su uz odgovarajuće ĉvorove (1 000 replikanata). Uz 
odgovarajuće razriješene haplotipove navedene su vrste podebljanim slovima, dok su za 
nerazriješene haplotipove navedeni samo lokaliteti pronalaska. 
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Slika 45. Filogram BAY analize prema intronu jezgrinog gena za S7 (ĉetvrti skup podataka) 
Uz ĉvorove su prikazane vrijednosti posteriorne vjerojatnosti.
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Slika 46. Filogenetiĉka MJ mreţa introna gena za S7 istraţivanih klenova jadranskog slijeva 
(ĉetvrti skup podataka) 
Neobiljeţeni manji crni kruţići predstavljaju medijanske vektore. Broj mutacija prikazan je 
iznad grana crvenim brojem ukoliko je bilo više od triju mutacija. 
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Slika 47. Filogenetiĉka mreţa 95%-tne statistiĉke parsimonije introna jezgrinog gena za S7 
(ĉetvrti skup podataka) 
Veliĉina ovala predstavlja zastupljenost haplotipova, dok kruţići predstavljaju nezabiljeţene 
haplotipove. Prikazane su populacije: a) S. svallize – S. illyricus – S. zrmanjae (mediteranska 
grupa), b) S. squalus (S. cephalus grupa). 
 
4.3.3. Usporedba filogenetiĉke rekonstrukcije istraţivanih genskih biljega 
U usporedbi s jezgrinim biljezima mitohondrijski cyt b gen oĉekivano je pokazao 
znaĉajno bolju filogenetiĉku razluĉivost, s ĉak 9 puta većim postotkom parsimonijski 
informativnih mjesta (PI) od rag1 i rhod gena, te s 4,5 puta većim postotkom PI od introna 
gena za S7 (Tablica 22). Osim toga, cyt b gen pokazao je puno niţi indeks konzistencije. Zbog 
toga su filogenetiĉki odnosi temeljeni na cyt b genu bolje razriješeni od istraţivanih jezgrinih 
biljega.  
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Tablica 22. Duţina i filogenetiĉka uĉinkovitost istraţivanih genskih biljega  
Znaĉenje kratica: PI - parsimonijski informativna mjesta, Tv/Ts - odnos tranzicija i 
transverzija, MP - najveća parsimonija, CI - indeks konzistencije, HI - indeks homoplazije, RI 
- retencijski indeks 
 
Gen Br. 
mjesta 
PI (%) Ts/Tv Duţina 
MP stabla 
CI HI RI 
cyt b 1140 320 (28%) 9,47 914 0,4967 0,5033 0,8533 
rhod 810 26 (3%) 4,54 131 0,9313 0,0687 0,9174 
rag1 1443 50 (3%) 1,92 245 0,8571 0,1429 0,8961 
S7 911 53 (6%) 1,17 171 0,8538 0,1462 0,8980 
 
Sve korištene metode filogenetiĉke rekonstrukcije dale su stabla sliĉne topologije za 
pojedine genske biljege, dok su se stabla razliĉitih gena razlikovala, posebice izmeĊu 
mitohondrijskog cyt b gena i jezgrinih biljega. Prema cyt b genu haplotipovi jadranskih vrsta 
Squalius Hrvatske i BiH razdvojili su se na dvije veće filogenetiĉke grupe. Prva grupa 
obuhvaća haplotipove jadranskih vrsta S. illyricus, S. zrmanjae, S. microlepis, S. tenellus i S. 
svallize, uz haplotipove talijanske vrste S. lucumonis, grĉke vrste S. keadicus, španjolske i 
portugalske vrste S. torgalensis, portugalske vrste S. aradensis te španjolskih vrsta S. 
torgalensis i S. pyrenaicus. Ova je grupa vrlo sliĉna već opisanoj, tzv. mediteranskoj grupi 
(Perea i sur., 2010.). Unutar ove grupe sve su filogenetiĉke linije monofiletiĉkog porijekla. 
Vrsta S. zrmanjae sestrinska je vrsti S. svallize, dok je vrsta S. microlepis sestrinska vrsti S. 
tenellus. Zadnje dvije navedene vrste dijele zajedniĉkog pretka s vrstom S. lucumonis iz 
talijanskih rijeka jadranskog i sredozemnog slijeva (Reno, Arno, Tiber). U ovu su se grupu 
većinom smjestili jadranski haplotipovi iz Dalmacije i Hercegovine, obuhvaćajući 
haplotipove iz Neretve, Ravnog polja, Hutovog blata i Trebišnjice vrste S. svallize, 
haplotipove iz Zrmanje, Riĉice i Krke vrste S. zrmanjae, haplotipove iz Prološkog blata i 
Vrljike vrste S. microlepis te jedan haplotip iz Rude vrste S. tenellus. IznenaĊujući je 
pronalazak da isti haplotip tipiĉan za vrstu S. illyricus dijele sekvence iz Dalmacije (Cetina, 
Zrmanja i Krka) i istarske rijeke Boljunšćice. Osim navedenog haplotipa, unutar S. illyricus 
filogenetiĉke linije još se izdvajaju linije iz Krke (zajedno s Visovcem) i linije iz Cetine. 
Druga velika S. cephalus grupa obuhvaća jadranske haplotipove vrste S. squalus i crnomorske 
haplotipove vrste S. cephalus dodatnih uzoraka iz Drave (uz poznate haplotipove iz 
Francuske, Njemaĉke i Španjolske) te haplotipove iz Italije (S. albus), Grĉke (S. prespensis, S. 
peloponensis, S. vardarensis), Španjolske (S. laietanus), Turske (S. lepidus) i Rusije (S. 
orientalis). Ova grupa odgovara u literaturi opisanoj S. cephalus grupi (Perea i sur., 2010.), 
iako ne u potpunosti. Neki odnosi unutar ove grupe nisu potpuno u skladu s dosadašnjom 
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taksonomijom. Svi su se istarski haplotipovi, uz haplotipove za koje se smatralo da pripadaju 
vrsti S. janae, smjestili u ovu grupu unutar S. squalus linije, zajedno s haplotipovima iz 
Visovca (Krka), Trebišnjice, Ravnog polja i Ljute. IznenaĊujuće, jedan haplotip iz Visovca 
(VIS1) posjedovala je jedna od triju ispitivanih sekvenca iz Raše, dok su ostale posjedovale 
istarske haplotipove koji su pronaĊeni i u ostalim istarskim rijekama (IST1 i IST4). Potrebno 
je napomenuti da su svi uzorci iz Ljute, zajedno s nekoliko uzoraka iz Trebišnjice i Ravnog 
polja ĉije su sekvence posjedovale cyt b haplotipove vrste S. squalus, morfološki bili 
identificirani kao vrsta S. svallize. Primijećena su dva haplotipa iz Trebišnjice i Ravnog polja 
koja pripadaju novoj filogenetiĉkoj liniji unutar S. cephalus grupe. Ta je nova filogenetiĉka 
linija, S. sp. TRRA, sestrinska liniji vrste S. prespensis (Slika 28, Slika 29, Slika 30). Isto kao 
i na filogenetiĉkim stablima, na filogenetiĉkoj mreţi dobivenoj metodom statistiĉke 
parsimonije, što je potvrĊeno i metodom udruţivanja medijanskih vektora, odvajaju se dvije 
velike filogenetiĉke skupine s najmanje 53 mutacijska dogaĊaja, koje odgovaraju 
mediteranskoj i S. cephalus grupi. Jadranske su se sekvence prema cyt b genu izdvojile u pet 
manjih grupa povezanih unutar 95-% granice parsimonijskog povezivanja. Prvu grupu ĉine 
sekvence vrsta S. svallize i S. zrmanjae, drugu grupu ĉine sekvence vrste S. illyricus, treću 
grupu ĉine sekvence vrste S. microlepis i S. tenellus, ĉetvrtu grupu ĉine S. squalus sekvence 
(ukljuĉujući i sekvence jedinki iz Dragonje, Boljunšćice i Pazinĉice opisane kao S. janae), a 
petu grupu ĉine ĉetiri sekvence iz Trebišnjice i jedna sekvenca iz Ravnog polja nepoznatog 
taksonomskog statusa.  
UsporeĊujući jezgrine biljege, rag1 gen pokazao je najbolju razluĉivost filogenetiĉkih 
odnosa klenova jadranskog slijeva zbog većeg broja parsimonijski informativnih mjesta i 
manjeg indeksa konzistencije, homoplazije i retencije. Jedino je intron gena za S7 imao manji 
indeks konzistencije s većim brojem parsimonijski informativnih mjesta u usporedbi s rag1 
genom, ali ne i manji indeks homoplazije, retencije i konzistencije bez neinformativnih 
mjesta. U usporedbi s kodirajućim regijama, nekodirajuća priroda introna pretpostavlja veći 
broj nezavisnih parsimonijski informativnih mjesta povezanih s manjim udjelom homoplazije 
i smanjenim odnosom tranzicija i transverzija (Creer, 2007.). Osim toga, za filogenetiĉku 
rekonstrukciju prema sekvencama jezgrinog introna gena za ribosomalni protein S7 korišten 
je puno manji broj sekvenca u odnosu na rag1 gen (48 vs. 167 sekvenca).  
Kao i kod sekvenca cyt b gena, kod sekvenca rag1 gena vidljivo je razdvajanje dviju 
većih filogenetiĉkih grupa, mediteranske i S. cephalus grupe. MeĊutim, unutarnji odnosi nisu 
potpuno razriješeni, a primijećeno je i nepotpuno razvrstavanje linija (Slika 38, Slika 39, Slika 
40). TakoĊer, nije primijećeno izdvajanje S. janae haplotipova u nezavisnu filogenetiĉku 
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liniju, već su sve sekvence za ĉije se jedinke smatralo da morfološki pripadaju navedenoj 
vrsti, imale S. squalus haplotipove. Za razliku od cyt b gena, sve su sekvence rag1 gena iz 
Ljute (jedinke morfološki prepoznate kao vrsta S. svallize s cyt b haplotipovima vrste S. 
squalus) posjedovale S. svallize haplotip. Sekvence iz Trebišnjice i Ravnog polja koje su 
posjedovale S. squalus haplotip cyt b gena, a morfološki su prepoznate kao vrsta S. svallize, 
posjeduju rag1 haplotipove vrsta S. svallize i S. squalus. Nadalje, sekvence iz Trebišnjice i 
Ravnog polja koje su posjedovale cyt b haplotipove nove filogenetiĉke linije, po rag1 genu 
imaju haplotip vrste S. squalus, osim jedne sekvence iz Trebišnjice koja je imala haplotip 
vrste S. svallize.  
Filogenetiĉka mreţa dobivena udruţivanjem medijanskih vektora sekvenca rag1 gena 
takoĊer je pokazala grupiranje koje odgovara mediteranskoj i S. cephalus grupi (isto kako je 
prikazano i na filogenetiĉkim stablima), uz razdvojenost od 16 mutacijskih dogaĊaja (Slika 
41). Budući da unutarnji ĉvorovi odgovaraju ancestralnim haplotipovima u retikularnim 
filogenetiĉkim mreţama (Huson i Bryant, 2006.), ancestralni su haplotipovi jadranskih vrsta 
pronaĊeni na lokalitetima Prološkog blata, Vrljike, Krke i Rude u mediteranskoj grupi, dok su 
u S. cephalus grupi ancestralni haplotipovi pronaĊeni u istarskim rijekama - Dragonji, Mirni, 
Pazinĉici i Borutskom potoku. IznenaĊujuća su tri dobivena haplotipa koja pokazuju 
udaljenost u odnosu na ostale haplotipove, što je vidljivo i na filogenetiĉkim stablima i na 
filogenetiĉkoj mreţi dobivenoj putem medijanskih vektora. Haplotip RSQU9 koji je pronaĊen 
kod jedinke iz Pazinĉice, a koja je za drugi alel imala tipiĉan S. squalus haplotip (kao i kod 
cyt b gena), pokazao je veliku udaljenost od 20 mutacijskih dogaĊaja u odnosu na ostale 
haplotipove iz istog podruĉja. Pretragom banke gena ustanovljena je najveća sliĉnost tog 
haplotipa iz Pazinĉice s haplotipovima iz S. cephalus filogenetiĉke grupe (98%). Zrmanjski 
nerazriješeni haplotip (RZRM2) najsliĉniji je haplotipu vrste Delminichthys (99%), s genskom 
p-udaljenosti od 0,5 do 0,8%. Neretvanska jedinka posjedovala je jedan haplotip (RMET1) 
identiĉan haplotipu vrste Chondrostoma knerii Heckel, 1843 iz NCBI banke gena (pristupni 
broj: MG806168.1; Schönhuth i sur., 2018.).  
Sekvence introna gena za S7 (ĉetvrti skup podataka) dale su topologije filogenetiĉkih 
stabala relativno dobre razluĉivosti, te se i kod ovog genskog biljega moţe uoĉiti razdvajanje 
dviju većih filogenetiĉkih grupa, mediteranske i S. cephalus grupe (Slika 43, Slika 44, Slika 
45). Kao i u sluĉaju podataka za rag1, i kod sekvenca introna jezgrinog gena za S7 
primijećeni su nepotpuno razriješeni unutarnji odnosi, te nepotpuno razvrstavanje linija. Kao i 
kod rag1 gena, ista jedinka iz Neretve (lokalitet Metković) posjedovala je alele nerazriješenog 
haplotipa u filogenetiĉkoj rekonstrukciji, a udaljena je s 15 mutacijskih dogaĊaja od ostalih iz 
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istog podruĉja. Pretragom NCBI banke gena ustanovljena je najveća sliĉnost s vrstama roda 
Chondrostoma, što se potvrĊuje i s podacima za rag1 gen.  
Sekvence gena za rodopsin sadrţavale su mali broj PI, zbog ĉega filogenetiĉka 
razluĉivost nije bila adekvatna. Osim politomije uoĉene kod nekoliko haplotipova, uoĉene su i 
male vrijednosti podrţanosti dobivenih topologija (Slika 33, Slika 34, Slika 35). Vrlo mala 
razina strukturiranja vidljiva je na MJ filogenetiĉkoj mreţi dobivenoj prema drugom setu 
podataka. Osim toga, na dobivenim filogenetiĉkim mreţama uoĉena je pojava tzv. petlje, koja 
moţe biti posljedica greške u sekvenciranju ili opetovanih mutacija (Huson i Bryant, 2006.). 
Pojava rekombinacijskog dogaĊaja moţe utjecati na stvaranje petlje, ali rekombinacija nije 
dokazana (Tablica 10). 
 
4.3.4. Hibridne jedinke 
Filogenetiĉkom analizom višestrukih genskih lokusa omogućeno je prepoznavanje 
hibridnih jedinki s haplotipovima najmanje dviju razliĉitih vrsta. Hibridne su jedinke 
pronaĊene u Pazinĉici, Boljunšćici, Zrmanji, Krki (i Visovcu), Trebišnjici, Ravnom polju i 
Ljutoj i prikazane su u Tablici 23. S obzirom na veći broj dokazanih hibrida, oĉito je da je 
hibridizacija vrlo raširena pojava u klenova jadranskog slijeva i da je imala vaţan utjecaj na 
genski sastav današnjih vrsta. 
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Tablica 23. Jedinke kod kojih je dokazano hibridno porijeklo 
 
Lokalitet Kodno 
ime 
sekvence 
cyt b rhod rag1 S7 Morfološka 
determinacija 
Pazinĉica SQPA5 S. squalus S. squalus S. squalus, 
Delminichthys 
nalik alel 
/ S. squalus 
Boljunšćica SQBO1, 
SQBO6, 
SQBO9 
S. illyricus / / / S. squalus 
Zrmanja SQZR8 S. zrmanjae S. zrmanjae S. zrmanjae, 
Delminichthys 
nalik alel  
S. zrmanjae S. zrmanjae 
SQZR9 S. illyricus S. zrmanjae / / S. zrmanjae 
Krka SQKR2 S. zrmanjae nerazriješeni 
haplotipovi 
S. illyricus S. illyricus S. illyricus 
Visovac, Krka SQVS6 S. squalus / / S. svallize S. squalus  
Trebišnjica SQTR1 S. sp. TR/RA S. squalus S. squalus / S. squalus 
SQTR2 S. squalus S. squalus S. squalus, S. 
svallize 
 S. squalus 
SQTR3 S. svallize S. squalus / / S. squalus 
SQTR5 S. sp. TR/RA S. squalus S. squalus / S. squalus 
SQTR8 S. squalus S. squalus S. squalus, S. 
svallize 
/ S. squalus 
SQTR9 S. sp. TR/RA S. squalus S. squalus / S. squalus 
SQTR10 S. sp. TR/RA S. squalus S. squalus, S. 
svallize 
/ S. squalus 
Ravno polje SQRA1 S. sp. TR/RA S. squalus S. squalus S. squalus S. squalus 
Ljuta svi uzorci S. squalus S. svallize S. svallize S. svallize S. svallize 
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4.4. Vremena divergencije klenova jadranskog slijeva 
Za odreĊivanje vremena divergencije korištene su samo mitohondrijske sekvence cyt b 
gena jer je jedino za taj gen poznata evolucijska stopa. Za ostale jezgrine gene nije bilo 
moguće precizno kalibrirati vrijeme divergencije u usporedbi s podacima iz analize 
mitohondrijskog biljega zbog nedovoljnog broja pouzdanih dodirnih ĉvorova na 
filogenetiĉkim stablima.  
Za izraĉun vremena razdvajanja linija prema podacima za cyt b koristio se evolucijski 
model TN93 (Tamura i Nei, 1993.), dobiven prema AIC kriteriju, koji uzima u obzir razliku 
izmeĊu tranzicije i transverzije te razlikuje vrste tranzicija (purin-purin, pirimidin-pirimidin 
izmjena). Osim toga korišten je striktni molekularni sat sa stopom divergencije od 0,4 
milijuna godina po evolucijskoj liniji, kalibriran prema fosilnim podacima (Perea i sur., 
2010.) uz 20 000 MCMC koraka. Rezultati analize prikazani su na Slici 48.  
Razdvajanje dviju velikih filogenetiĉkih grupa dogodilo se davno prije mesinske krize 
saliniteta (MSC), u ranom miocenu, što objašnjava veliku raznolikost izmeĊu vrsta koje 
pripadaju razliĉitim filogenetiĉkim grupama. MeĊutim, razdvajanje jadranskih vrsta klenova 
mlaĊeg je porijekla. Posljednji zajedniĉki predak vrsta mediteranske grupe, S. lucumonis, S. 
microlepis, S. tenellus, S. illyricus, S. zrmanjae i S. svallize, ţivio je u doba gornjeg/srednjeg 
miocena. Vrste S. microlepis i S. tenellus razdvojile su se od talijanske vrste S. lucumonis u 
kasnom miocenu. Razdvajanje dalmatinskih vrsta S. illyricus, S. zrmanjae i S. svallize 
dogodilo se kasnije, u doba pliocena i pleistocena. Unutar druge, S. cephalus filogenetiĉke 
grupe, razdvajanje linija zapoĉinje, sliĉno kao i kod jadranskih vrsta mediteranske grupe, u 
srednjem miocenu. Nova filogenetiĉka linija iz Trebišnjice i Ravnog polja razdvojila se od S. 
squalus grupe u pliocenu. Diverzifikacijski dogaĊaji unutar vrste S. squalus dogaĊali su se u 
pleistocenu. Istraţivane S. squalus jedinke dijele najbliţeg zajedniĉkog pretka s vrstama S. 
cephalus i S. albus iz Italije, što je u skladu s dosadašnjim istraţivanjima (Perea i sur., 2010.).  
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Slika 48. Procjena vremena divergencije vrsta i razvojnih filogenetiĉkih linija unutar roda Squalius prema genu za citokrom b 
Vremena divergencije prikazana su kao srednje vrijednosti uz podrţanost (*=100%) i raspon s 95% vjerojatnosti u milijunima godina (u zagradi). 
Znaĉenje kratica: HR - Hrvatska, BiH - Bosna i Hercegovina, TR - Trebišnjica, RA - Ravno polje 
134 
 
4.5. Dijagnostiĉka mjesta 
4.5.1. Gen za citokrom b  
Polimorfna nukleotidna mjesta na kojima se sve sekvence jedne vrste razlikuju od 
sekvenca drugih vrsta, tzv. fiksne razlike, pronaĊena su izmeĊu svakog istraţivanog para 
taksona, pa ĉak i izmeĊu filogenetiĉke linije pronaĊene u Trebišnjici i Ravnom polju i ostalih 
populacija s istih lokaliteta (Tablica 24). Najviše je fiksnih razlika pronaĊeno izmeĊu vrste S. 
svallize i linije još nepotvrĊenog taksonomskog statusa, S. sp. TR/RA (94), te S. zrmanjae i S. 
sp. TR/RA, s gotovo istim brojem fiksnih razlika (93). Najmanje je fiksnih razlika (šest)  
pronaĊeno izmeĊu vrsta S. microlepis i S. tenellus. Dijeljeni su polimorfizmi uoĉeni tek 
izmeĊu nekoliko parova istraţivanih taksona, i to izmeĊu vrsta S. illyricus i S. squalus (540. 
nukleotidno mjesto), S. illyricus i S. microlepis (354.), S. illyricus i S. svallize (150.), S. 
squalus i S. sp. TR/RA (1131.) te S. squalus i S. cephalus (423. i 825.).  
 
Tablica 24. Broj fiksnih razlika i dijeljenih polimorfizama prema sekvencama gena za 
citokrom b izmeĊu istraţivanih vrsta klenova jadranskog slijeva  
Fiksne su razlike prikazane u gornjem desnom kutu, dok su dijeljeni polimorfizmi prikazani u 
donjem lijevom kutu. Filogenetiĉki izdvojena linija iz Trebišnjice i Ravnog polja takoĊer je 
ukljuĉena u analizu, iako joj taksonomski status treba potvrdu. U analizu je ukljuĉena i 
nejadranska vrsta S. cephalus zbog dostupnosti podataka.  
Znaĉenje kratica: TR - Trebišnjica, RA - Ravno polje 
 
Vrsta (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) 
S. illyricus (1) – 83 41 91 21 42 23 81 
S. squalus (2) 1 – 65 17 87 66 89 42 
S. microlepis (3) 1 0 – 77 50 6 54 76 
S. sp. TR/RA (4) 0 1 0 – 94 80 93 53 
S. svallize (5) 1 0 0 0 – 50 13 83 
S. tenellus (6) 0 0 0 0 0 – 53 75 
S. zrmanjae (7) 0 0 0 0 0 0 – 86 
S. cephalus (8) 0 2 0 0 0 0 0 – 
 
 Dijagnostiĉka se mjesta razlikuju ovisno o vrsti, zbog ĉega mogu omogućiti pouzdanu 
molekularnu identifikaciju. Unutar cyt b gena (1140 pb) ustanovljena su dijagnostiĉka mjesta 
za svaku istraţivanu vrstu, kao i populaciju iz Trebišnjice i Ravnog polja ĉiji taksonomski 
status treba potvrdu (Tablica 25). 
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Tablica 25. Dijagnostiĉka mjesta unutar cyt b gena izmeĊu istraţivanih jadranskih vrsta 
klenova  
Brojevi koji se nalaze ispod dijagnostiĉkih mjesta predstavljaju toĉne pozicije u sekvenci 
poĉevši od start kodona. Sve su mutacije tihe i nemaju utjecaja na fenotip. 
U analizu je uvrštena i populacija iz Trebišnjice i Ravnog polja iako taksonomski status treba 
potvrdu. Znaĉenje kratica: TR - Trebišnjica, RA - Ravno polje 
 
Vrsta Dijagnostiĉka mjesta Nukleotidna 
baza 
Nukleotidna 
baza kod 
ostalih vrsta 
S. illyricus 351, 495, 732, 1066 G A 
S. squalus 501 A T 
888 T C 
S. microlepis 72 C A/G 
378 G A 
S. sp. TR/RA 156, 372, 408, 441, 846 G A 
195 A T/G 
360 C T 
S. svallize 63 C T 
405 G A 
765 T C 
S. tenellus 72 G C/A 
324 T A 
957 T C 
S. zrmanjae 663, 1020 T C 
759 G A 
 
4.5.2. Gen za rodopsin 
U odnosu na mitohondrijski cyt b, rhod gen općenito je pokazao puno manje fiksnih 
razlika izmeĊu vrsta po svom nukleotidnom sastavu (Tablica 26). Unutar jadranskih sekvenca 
najviše je fiksnih razlika (3) pronaĊeno izmeĊu vrsta S. squalus i S. microlepis te S. 
microlepis i S. svallize, dok je samo jedna fiksna razlika uoĉena izmeĊu vrsta S. illyricus i S. 
microlepis, S. illyricus i S. zrmanjae te S. svallize i S. zrmanjae. Jedna fiksna razlika 
pronaĊena je i izmeĊu jadranskih vrsta S. illyricus i S. squalus u usporebi s crnomorskom 
vrstom S. cephalus. Dijeljeni je polimorfizam uoĉen jedino izmeĊu vrsta S. svallize i S. 
squalus na 688. nukleotidnoj poziciji.  
Dijagnostiĉka su mjesta pronaĊena za vrstu S. microlepis na 790. mjestu, gdje se 
nalazi timin, za razliku od ostalih vrsta koje imaju citozin na tom mjestu. Za S. cephalus vrstu 
na 439. poziciji specifiĉna je baza timin, dok je za druge karakteristiĉan citozin. Za ostale 
vrste nisu ustanovljena dijagnostiĉka mjesta. 
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Tablica 26. Broj fiksnih razlika i dijeljenih polimorfizama sekvenca gena za rodopsin izmeĊu 
istraţivanih vrsta klenova jadranskog slijeva  
Istraţivane su i dodatne sekvence iz Drave (crnomorski slijev). Fiksne razlike prikazane su u 
gornjem desnom kutu, dok su dijeljeni polimorfizmi prikazani u donjem lijevom kutu.  
 
Vrsta (1) (2) (3) (4) (5) (6) 
S. illyricus (1) – 1 2 2 1 1 
S. microlepis (2) 0 – 3 3 2 2 
S. squalus (3) 0 0 – 2 2 1 
S. svallize (4) 0 0 1 – 1 3 
S. zrmanjae (5) 0 0 0 0 – 2 
S. cephalus (6) 0 0 0 0 0 – 
 
4.5.3. Gen za aktivaciju rekombinacije  
Fiksne razlike i dijeljeni polimorfizmi rag1 gena prikazani su u Tablici 27. Osim 
jadranskih vrsta, u analizu su bile ukljuĉene sekvence vrste S. cephalus i sekvence 
nerazriješenih haplotipova iz Zrmanje i Neretve (lokalitet Metković).  
 
Tablica 27. Broj fiksnih razlika i dijeljenih polimorfizama sekvenca rag1 gena izmeĊu 
istraţivanih vrsta klenova  
Broj fiksnih razlika prikazan je u gornjem desnom kutu, dok je broj dijeljenih polimorfizama 
prikazan u donjem lijevom kutu tablice. U obzir su uzeti nerazriješeni haplotipovi i vrsta S. 
cephalus iz Drave zbog dostupnosti podataka i povećanja razluĉivosti rezultata.  
 
Vrsta (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) 
S. illyricus (1) – 1 1 2 3 11 16 21 22 
S. microlepis (2) 0 – 2 3 4 12 17 22 23 
S. tenellus (3) 0 0 – 3 4 12 17 22 23 
S. zrmanjae (4) 0 0 0 – 2 13 18 23 24 
S. svallize (5) 0 0 0 0 – 13 18 24 25 
S. squalus (6) 0 0 0 0 3 – 1 25 25 
S. cephalus (7) 0 0 0 0 0 0 – 33 30 
RZRM2 (8) 0 0 0 0 0 0 0 – 31 
RMET1 (9) 0 0 0 0 0 0 0 0 – 
 
Najviše fiksnih razlika uoĉeno je izmeĊu nerazriješenih haplotipova iz Neretve i 
Zrmanje i haplotipova svih ostalih vrsta roda Squalius. Unutar razriješenih haplotipova, 
najviše je fiksnih razlika (18) pronaĊeno izmeĊu jadranskih vrsta S. zrmanjae i S. svallize u 
usporedbi s nejadranskom vrstom S. cephalus, dok je unutar jadranskih sekvenca najviše 
fiksnih razlika (13) zabiljeţeno izmeĊu vrsta S. zrmanjae i S. svallize u odnosu na vrstu S. 
squalus. Samo jedna fiksna razlika zabiljeţena je izmeĊu vrsta S. microlepis i S. illyricus, S. 
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tenellus i S. illyricus te S. squalus i S. cephalus. Uoĉena su tri nukleotidna mjesta (1048., 
1083., 1431.) na kojima vrste S. svallize i S. squalus dijele polimorfizme. 
Ustanovljena su dijagnostiĉka mjesta prema rasporedu nukleotidnih pozicija rag1 gena 
(Tablica 28). Za vrste S. illyricus, S. squalus i S. zrmanjae nisu ustanovljena dijagnostiĉka 
mjesta na 1443 istraţivana nukleotida unutar sekvenci rag1 gena. 
 
Tablica 28. Dijagnostiĉka mjesta unutar sekvenci rag1 gena izmeĊu istraţivanih jadranskih 
vrsta klenova  
U analizu je uvrštena i populacija iz Trebišnjice i Ravnog polja iako taksonomski status treba 
potvrdu. Znaĉenje kratica: TR - Trebišnjica, RA - Ravno polje 
 
Vrsta Dijagnostiĉka mjesta Nukleotidna 
baza 
Nukleotidna 
baza kod 
ostalih vrsta 
S. illyricus -   
S. squalus -   
S. microlepis 1263 A G 
S. svallize 516, 843 T C 
S. tenellus 777 T C 
S. zrmanjae -   
RZRM2 153 C T 
306, 703, 1250 A G 
339, 354, 726, 984, 1056 T C 
771 A T 
1038 T A 
1111 T G 
RMET1 30 T C 
91 G A 
138, 198, 651, 759 C T 
507 C G 
534 C A 
696,742 A C 
1043 T A 
1086 C T/A 
1189 G C 
1266 G T 
 
4.6. Genska raznolikost 
4.6.1. DNA polimorfizam svih ispitivanih gena klenova jadranskog slijeva 
Sekvence mitohondrijskog cyt b gena ukupne duţine od 1140 nukleotida korištene su 
u svim analizama genske raznolikosti. Od 1140 analiziranih mjesta 985 je konstantnih, dok je 
155 varijabilnih mjesta. Unutar varijabilnih mjesta 16 je singletonskih, dok je 139 
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parsimonijski znaĉajnih. Sva singletonska mjesta imaju po dvije varijante. Od parsimonijski 
znaĉajnih mjesta 127 ih se pojavljuje u dvjema varijantama, dok se na šest mjesta nalaze po tri 
razliĉita nukleotida. MeĊu svim uoĉenim mutacijama nalazile su se samo supstitucije, a 
insercije i delecije nisu uoĉene. 
Kod rhod gena duţina analiziranih sekvenca iznosila je 810 nukleotida, od kojih je 
799 konstantnih, a 11 varijabilnih. Unutar varijabilnih mjesta 10 ih je parsimonijski 
informativnih, a samo je jedno singletonsko mjesto. Sva varijabilna mjesta dolaze u dvjema 
varijantama. Unutar istraţivanih sekvenca uoĉene su samo supstitucijske mutacije, bez 
insercija i delecija. 
Duţina dobivenih sekvenca rag1 gena iznosila je 1443 nukleotida od kojih je 1378 
konstantnih, a 65 je varijabilnih mjesta, unutar kojih je 36 singletona. Unutar varijabilnih 
mjesta 27 ih je parsimonijski informativno. Većina varijabilnih znaĉajki dolazi u dvjema 
varijantama. Jedino su unutar parsimonijski informativnih znaĉajki pronaĊena dva 
nukleotidna mjesta koja se pojavljuju u trima varijantama. Od svih mogućih mutacija, uoĉene 
su samo nukleotidne supstitucije, dok insercije i delecije nisu uoĉene.  
Polimorfizam DNA za sve istraţivane gene Squalius vrsta prikazan je u Tablici 29. 
Unutar sekvenca mitohondrijskog cyt b gena puno je veći udio segregirajućih mjesta i 
mutacija u odnosu na jezgrine gene, što potvrĊuje ĉinjenicu da mitohondrijski DNA puno brţe 
evoluira. Tako je i najveći broj raznolikih haplotipova upravo zabiljeţen kod mitohondrijskih 
sekvenca. U odnosu na sva istraţivana nukleotidna mjesta unutar cyt b sekvenca pronaĊeno je 
14% varijabilnih mjesta (155/1140), dok je kod rag1 sekvenca pronaĊeno 5% varijabilnih 
mjesta (65/1443), za razliku od sekvenca gena za rodopsin gdje je pronaĊeno samo 1% 
varijabilnih pozicija (11/810). Kod analize rag1 gena nisu uzeti u obzir nerazriješeni 
haplotipovi iz Neretve koji su se pokazali identiĉnima s haplotipovima vrste roda 
Chondrostoma, gdje je najvjerojatnije došlo do greške prilikom uzorkovanja, iako su podaci 
za mitohondrijski biljeg nepoznati. Zbog premalog broja zastupljenih sekvenca introna 
jezgrinog gena za S7, ovaj genski biljeg nije korišten za izraĉun genske raznolikosti i 
diferencijacije. U analize nisu uvrštene ni jedinke iz rijeke Drave koja nije dio jadranskog 
slijeva. 
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Tablica 29. Polimorfizam DNA za istraţivane genske biljege klenova jadranskoga slijeva 
Znaĉenje kratica: cyt b - citokrom b, rhod - rodopsin, rag1 - gen za aktivaciju rekombinacije, 
N - broj istraţivanih sekvenca, S - broj polimorfnih (segregirajućih) mjesta, η - broj mutacija, 
h - broj haplotipova, Hd - raznolikost haplotipova, var. - varijanca, st. dev. - standardna 
devijacija, π - nukleotidna raznolikost, k - prosjek nukleotidnih razlika  
 
Gen N S η h Hd (var., st. dev.) π k 
cyt b 127 155 162 31 
0,903 
(0,00018, 0,014) 
0,04483 51,101 
rhod 128 11 11 13 
0,809 
(0,00036, 0,019) 
0,00345 2,793 
rag1 112 65 67 19 
0,775 
(0,00100, 0,032) 
0,00693 9,980 
 
4.6.2. Genska raznolikost mitohondrijskog cyt b gena jadranskih vrsta Squalius 
DNA polimorfizam cyt b gena 
Nekoliko mjera genske raznolikosti izraĉunato je za svaku vrstu, osim za vrstu S. 
tenellus koja je predstavljena samo s jednom jedinkom pa se polimorfizam nije mogao 
izraĉunati (Tablica 30). Najveća raznolikost haplotipova (Hd) pronaĊena je unutar vrste S. 
microlepis koja je predstavljena sa samo ĉetiri sekvence (0,833), dok je najmanja Hd 
vrijednost pronaĊena unutar vrste S. svallize (0,338).  
 
Tablica 30. Mjere DNA polimorfizma mitohondrijskog cyt b gena unutar istraţivanih 
jadranskih vrsta Squalius  
U analizu je ukljuĉena izdvojena linija iz Trebišnjice (TR) i Ravnog polja (RA) ĉiji 
taksonomski status treba potvrdu. Znaĉenje kratica: N - broj istraţivanih sekvenca, S - broj 
polimorfnih (segregirajućih) mjesta, η - broj mutacija, h - broj haplotipova, Hd - raznolikost 
haplotipova, π - nukleotidna raznolikost, k - prosjek nukleotidnih razlika 
 
 
 
 
 
 
Zbog sliĉnosti i uvida u status pojedinih populacija, izraĉunat je i genski polimorfizam 
unutar populacija (Tablica 31). Jedinke iz Pazinĉice i jedinke iz Borutskog potoka ubrajane su 
u jednu populaciju zbog povezanosti lokaliteta. Isto tako vrijedi i za jedinke iz Zrmanje i 
Riĉice (Lika) te za jedinke iz Vrljike i Prološkog blata. S obzirom na povezanost i blizinu 
Vrsta N S η h Hd π k 
S. illyricus 24 5 5 6 0,757 0,00132 1,500 
S. microlepis 4 4 4 3 0,833 0,00190 2,167 
S. sp. TR/RA 5 1 1 2 0,600 0,00053 0,600 
S. squalus 66 24 25 12 0,744 0,00304 3,463 
S. svallize 22 11 11 5 0,338 0,00123 1,403 
S. zrmanjae 5 1 1 2 0,400 0,00035 0,400 
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staništa, vrste klenova iz Neretve, Trebišnjice, Ravnog polja i Hutovog blata takoĊer su 
promatrane kao jedna populacija. Populacije s ostalih lokaliteta promatrane su zasebno. 
Populacije su oznaĉene kodnim imenima prema vrsti kojoj jedinke pripadaju i lokalitetu na 
kojem su naĊene.  
 
Tablica 31. Mjere DNA polimorfizma gena za citokrom b jadranskih populacija vrsta roda 
Squalius  
Znaĉenje kratica: N - broj istraţivanih sekvenca, S - broj polimorfnih (segregirajućih) mjesta, 
η - broj mutacija, h - broj haplotipova, Hd - raznolikost haplotipova, π - nukleotidna 
raznolikost, k - prosjek nukleotidnih razlika, NE - Neretva, RA - Ravno polje, TR - 
Trebišnjica, ZR - Zrmanja, LI - Riĉica (Lika), VI - Vinalić (Cetina), KR - Krka, VS - Visovac 
(Krka), BO - Boljunšćica, PB - Prološko blato, VR - Vrljika, LJU - Ljuta, RS - Raša, DR - 
Dragonja, PA - Pazinĉica, MI - Mirna, BP - Borutski potok 
 
Populacija N S η h Hd π k 
squalus_DR 
squalus_MI 
squalus_PA/BP 
squalus_RS 
squalus_BO 
squalus_VS 
squalus_TR/RA 
squalus_LJU 
5 
6 
17 
3 
5 
5 
8 
17 
1 
6 
0 
6 
1 
3 
2 
3 
1 
6 
0 
6 
1 
3 
2 
3 
2 
2 
1 
3 
2 
3 
2 
3 
0,600 
0,533 
0 
1,000 
0,400 
0,700 
0,500 
0,228 
0,00053 
0,00281 
0 
0,00351 
0,00035 
0,00105 
0,00044 
0,00031 
0,600 
3,200 
0 
4,000 
0,400 
1,200 
0,500 
0,353 
zrmanjae_ZR 4 0 0 1 0 0 0 
illyricus_BO 
illyricus_ZR/LI 
illyricus_KR/VS 
illyricus_VI 
3 
4 
11 
8 
0 
0 
3 
3 
0 
0 
3 
3 
1 
1 
3 
4 
0 
0 
0,473 
0,821 
0 
0 
0,00061 
0,00107 
0 
0 
0,691 
1,214 
microlepis_PB/VR  4 4 4 3 0,833 0,0019 2,167 
svallize_NE/TR/HB/RA 19 11 11 5 0,386 0,00142 1,614 
sp_TR/RA 4 1 1 2 0,500 0,00044 0,500 
 
Najveća je raznolikost haplotipova i nukleotida pronaĊena u S. squalus populaciji iz 
Raše (Hd=1,000), gdje je na samo tri istraţivane sekvence svaka posjedovala drugaĉiji 
haplotip. Umjerena raznolikost cyt b haplotipova zabiljeţena je unutar S. squalus populacija iz 
Dragonje, Mirne, Visovca, Trebišnjice i Ravnog polja, dok je vrlo mala raznolikost 
haplotipova, uz vrlo malu nukleotidnu raznolikost, dobivena za populaciju vrste S. squalus iz 
Ljute (0,228) na velikom broju sekvenca (17 sekvenca). Nikakva raznolikost nije zabiljeţena 
izmeĊu sekvenca iste vrste iz Pazinĉice i Borutskog potoka, gdje je ĉak 17 sekvenca 
posjedovalo samo jedan haplotip. Velika je raznolikost haplotipova, uz veliku nukleotidnu 
raznolikost, pronaĊena u populaciji vrste S. microlepis iz Prološkog blata i Vrljike te 
populaciji vrste S. illyricus iz Cetine (0,821). Za razliku od populacije iz Cetine, populacija 
141 
 
vrste S. illyricus iz Krke pokazuje puno manju raznolikost haplotipova (0,400). Kod 
populacije iste vrste iz Zrmanje i Boljunĉice pronaĊen je samo jedan haplotip (Hd=0). Kod 
populacije vrste S. svallize zabiljeţena je vrlo niska raznolikost haplotipova iz neretvanskog 
slijeva (Hd=0,386). Populacija iz Trebišnjice i Ravnog polja nove filogenetiĉke linije 
pokazuje umjerenu raznolikost haplotipova, s malom nukleotidnom raznolikosti. Kod 
populacije vrste S. zrmanjae iz Zrmanje uoĉen je samo jedan haplotip. 
 
Genska p-udaljenost cyt b gena 
Genska p-udaljenost, odnosno stupanj genske raznolikosti temeljen na prosjeĉnom 
broju nukleotidnih razlika u genu za citokrom b, prikazana je u Tablici 32.  
 
Tablica 32. MeĊuvrsne genske p-udaljenosti jadranskih vrsta Squalius prema cyt b genu 
Prikazani su rasponi i srednje vrijednosti (u zagradi) genske p-udaljenosti izraţene u 
postocima. U analizu je uvrštena i populacija iz Trebišnjice (TR) i Ravnog polja (RA), ĉiji 
taksonomski status treba potvrdu.  
 
 Vrsta 
S.  
squalus 
S.  
microlepis 
S.  
svallize 
S. sp. 
TR/RA 
S.  
tenellus 
S.  
illyricus 
S. 
microlepis 
6,1-6,8 
(6,5)       
S.  
svallize 
8,3-9,0 
(8,6) 
4,5-5,4 
(4,9)      
S. sp. 
TR/RA 
1,7-2,4 
(2,1) 
6,8-7,1 
(7,0) 
8,3-8,9 
(8,6)     
S.  
tenellus 
6,3-6,7 
(6,5) 
0,6-0,8 
(0,7) 
4,5-5,0 
(4,7) 
7,0-7,1 
(7,1)    
S.  
illyricus 
7,7-8,4 
(8,1) 
3,7-4,2 
(3,9) 
1,8-2,6 
(2,2) 
8,1-8,3 
(8,2) 
3,7-4,0 
(3,8)   
S.  
zrmanjae 
8,2-8,6 
(8,4) 
4,8-5,1 
(4,9) 
1,1-1,8 
(1,5) 
8,2-8,3 
(8,2) 
4,6-4,7 
(4,7) 
2,0-2,4 
(2,2) 
 
Genska se udaljenost kretala u rasponu od 0,6% do 9,0% izmeĊu istraţivanih 
jadranskih Squalius vrsta. Najmanja genska p-udaljenost zabiljeţena je izmeĊu vrsta S. 
tenellus iz Rude i S. microlepis iz voda imotskog slijeva (0,6%). Osim navedenih vrsta, 
sliĉnost pokazuju i vrste S. zrmanjae i S. svallize sa zabiljeţenom prosjeĉnom genskom p-
udaljenosti od 1,5%. Najveća genska p-udaljenost od 9,0% zabiljeţena je izmeĊu vrsta 
razliĉitih filogenetiĉkih grupa, S. svallize i S. squalus, te izmeĊu S. svallize i jedinki nove 
filogenetiĉke linije iz Trebišnjice i Ravnog polja. Ta, dosad neprimijećena hercegovaĉka 
linija, pokazivala je najveću sliĉnost s vrstom S. squalus (2,1%) unutar iste filogenetiĉke S. 
cephalus grupe.  
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Najveća unutarvrsna genska p-udaljenost od 0,6% zabiljeţena je unutar vrste S. 
squalus (Tablica 33). Najmanja je genska udaljenost zabiljeţena unutar vrste S. zrmanjae i 
nove filogenetiĉke linije iz Trebišnjice i Ravnog polja (0,1%). S obzirom na to da je pronaĊen 
samo jedan haplotip unutar vrste S. tenellus, za tu vrstu nije bilo moguće izraĉunati 
unutarvrsnu gensku udaljenost. 
 
Tablica 33. Unutarvrsne genske p-udaljenosti vrsta Squalius rijeka jadranskog slijeva u 
Hrvatskoj i BiH prema genu za citokrom b  
Osim navedenih vrsta istraţivana je i dosad neopisana linija iz Trebišnjice i Ravnog polja (S. 
sp. TR/RA).  
 
Vrsta p-udaljenost (%) 
Raspon (srednja vrijednost) 
S. squalus 0,1-1,1 (0,6) 
S. svallize 0,1-0,8 (0,5) 
S. microlepis 0,1-0,4 (0,2) 
S. illyricus 0,1-0,4 (0,2) 
S. zrmanjae 0,1 (0,1) 
S. sp. TR/RA 0,1 (0,1) 
S. tenellus - 
 
Genska diferencijacija prema genu za citokrom b 
Rezultati testova genske diferencijacije cyt b gena prikazani su u Tablici 34. 
Populacije su nazvane po lokalitetu iz kojeg dolaze. Statistiĉki znaĉajne razlike meĊu 
populacijama utvrĊene su prema svim testovima izmeĊu S. illyricus populacija iz Krke i 
Cetine, te Krke i Boljunšćice. Isto tako, utvrĊene su i razlike izmeĊu populacija vrste S. 
squalus iz Boljunšĉice i svih ostalih istraţivanih istarskih rijeka, osim Raše. Dobiveni su 
statistiĉki znaĉajni testovi i izmeĊu populacija vrste S. squalus iz Dragonje i Pazinĉice 
(zajedno s Borutskim potokom). IznenaĊujuće, izmeĊu S. illyricus populacija iz Cetine i 
Boljunšćice ni prema jednom testu nisu utvrĊene razlike pa se prihvaća nulta hipoteza da 
nema razlike meĊu tim populacijama. Ista je situacija zabiljeţena izmeĊu S. squalus 
populacija iz Raše i Krke. 
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Tablica 34. Rezultati statistiĉkih testova genske diferencijacije prema cyt b genu istraţivanih Squalius populacija  
Sivo obojana polja predstavljaju testove koji su pokazali statistiĉku znaĉajnost, dok broj zvjezdica oznaĉava jaĉinu statistiĉke znaĉajnosti 
(*=0,01<P<0,05; **= 0,001<P<0,01; ***= P<0,001). Znaĉenje kratica: χ2, HS, HST - statistiĉki parametri diferencijacije izmeĊu subpopulacija 
temeljeni na haplotipovima, KS, KST, KS
x
, KST
x
 Z, Z
x
, Snn - statistiĉki parametri diferencijacije izmeĊu populacija temeljeni na nukleotidnim 
sekvencama, DR - Dragonja, MI - Mirna, PA - Pazinĉica, BP - Borutski potok, BO - Boljunšćica, RŠ - Raša, KR - Krka, TR - Trebišnjica, RA - 
Ravno polje, LJU - Ljuta, VI - Vinalić (Cetina), ZR - Zrmanja, NE - Neretva, HB - Hutovo blato 
 
Populacije χ2 HS HST KS KST KS
x
 KST
x
 Z Z
x
 Snn 
squalus DR/MI 4,09 0,56 0,03 2,00 0,12 0,77 0,06 25,66 3,12 0,64 
squalus DR/PABP 7,48** 0,10* 0,42* 0,14* 0,21* 0,07* 0,42* 106,56* 4,64* 0,76* 
squalus DR/BO 10,0* 0,50** 0,36** 0,50** 0,82** 0,35** 0,69** 9,50** 2,22** 1,00** 
squalus RŠ/DR 4,80 0,70 0,07 1,88 0,03 0,70 0,21 11,13 2,29 0,56 
squalus RŠ/MI 5,40 0,63 0,10 3,47 0,04 1,14 0,06 16,76 2,67 0,60 
squalus RŠ/BO 4,59 0,55 0,14 1,75 0,29 0,6 0,36 10,38 2,28 0,73 
squalus MI/BO 11,00* 0,48** 0,38** 1,93** 0,55** 0,72** 0,48** 17,97** 2,62*** 1,00** 
squalus MI/PABP 6,20* 0,11 0,32 0,83 0,16 0,22 0,32 119,20 4,75 0,70 
squalus BO/PABP 22,00*** 0,07*** 0,83*** 0,09*** 0,94*** 0,05*** 0,93*** 75,37*** 4,30*** 1,00*** 
squalus RŠ/PABP 12,59** 0,06* 0,68* 0,60 0 0,10* 0,63* 82,29* 4,40* 0,81* 
squalus KR/RŠ 4,80 0,78 0,01 2,25 0,14 0,89 0,15 11,47 2,33 0,59 
squalus TR/RŠ 7,00 0,67 0,22 2,29* 0,45* 0,88* 0,40* 4,89* 1,54* 1,00* 
squalus TR/BO 9,00* 0,44* 0,41* 0,67** 0,83** 0,39** 0,70** 7,56** 2,03** 1,00** 
squalus TR/KR 9,00 0,62* 0,26* 1,11** 0,75** 0,63** 0,56** 7,48** 1,98** 1,00** 
squalus RA/TR 1,14 0,25 0 0,50 0 0,27 0 13,50 2,60 0,43 
squalus TRRA/LJU 3,07 0,23 -0,02 0,40 0 0,23 -0,002 149,88 4,95 0,55 
illyricus VI/KR 15,92** 0,61*** 0,22*** 0,91*** 0,43*** 0,54*** 0,36*** 57,57*** 3,82*** 0,89*** 
illyricus VI/ZR 2,50 0,82 -0,12 0,97 0,05 0,72 -0,16 24,84 3,10 0,70 
illyricus VI/BO 3,44 0,70 -0,02 0,88 0,07 0,62 -0,07 28,46 3,19 0,67 
illyricus KR/BO 9,55** 0,43* 0,31* 0,54* 0,53* 0,37* 0,41* 32,43* 3,35* 0,86* 
illyricus KR/ZR 7,88* 0,47 0,20 0,58* 0,44* 0,41* 0,30* 31,03* 3,31* 0,85 
svallize NE/TRRAHB 1,23 0,87 0,48 0,03 0,80 2,25 -0,04 1,00 0,76 -0,02 
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Protok cyt b gena 
Osim genskog razlikovanja, za donošenje zakljuĉka o konzervacijskim strategijama, 
potrebno je bilo i ustanoviti u kojem je omjeru prisutna migracija i protok gena unutar 
geografski udaljenih populacija. U Tablici 35 prikazan je izraĉun protoka mitohondrijskog cyt 
b gena uz test permutacije na 1 000 replikanata. Za populacije vrste S. svallize iz Trebišnjice i 
Ravnog polja te S. illyricus populacije iz Zrmanje i Boljunšćice nije bilo polimorfnih 
nukleotidnih mjesta, pa se protok gena nije mogao izraĉunati. Velik protok gena izraĉunat je 
izmeĊu populacija S. squalus iz Trebišnjice i Ljute te Ravnog polja i Ljute prema većini 
testova, uz vrijednost FST jednaku nuli, po ĉemu nema genske diferencijacije izmeĊu 
navedenih populacija. Velike su vrijednosti Nm primijećene i izmeĊu S. squalus populacije iz 
Raše i Pazinĉice samo za jedan test (NST), kod kojeg je najvjerojatnije došlo do pretjerivanja u 
rezultatima radi malog broja uzoraka iz Raše s vrlo velikom raznolikosti haplotipova. Za sve 
ostale populacije po svim su testovima izraĉunate relativno male vrijednosti efektivnog broja 
migranata (Nm), osim izmeĊu S. svallize populacija, gdje je oĉekivano uoĉen veći broj 
migranata prema svim testovima.  
 
Tablica 35. Protok gena prema sekvencama cyt b gena istraţivanih populacija klenova 
Znaĉenje kratica: GST, δST i γST - koeficijenti genske diferencijacije, Nm - efektivni broj 
imigranata po generaciji, NST - procjenitelj protoka gena, FST - fiksacijski indeks, DR - 
Dragonja, PA - Pazinĉica, BP - Borutski potok, MI - Mirna, BO - Boljunšćica, RŠ - Raša, RA 
- Ravno polje, TR - Trebišnjica, LJU - Ljuta, VI - Vinalić (Cetina), KR - Krka, ZR - Zrmanja, 
NE - Neretva, HB - Hutovo blato 
 
Populacije GST Nm δST γST Nm NST Nm FST Nm 
squalus DR/PABP 0,22 1,81 0,00005 0,34 0,97 0,25 1,50 0,25 1,50 
squalus MI/PABP 0,17 2,53 0,0002 0,27 1,35 0,20 2,00 0,20 2,00 
squalus BO/PABP 0,76 0,16 0,001 0,95 0,03 0,95 0,02 0,95 0,03 
squalus RŠ/PABP 0,25 1,51 0,0002 0,30 1,18 -0,0008 -638,50 0  
squalus RA/TR 0  0,00005 0,14 3,00 0  0  
squalus RA/LJU 0,03 13,90 0 0,01 42,00 -0,00005 -10235 0  
squalus TR/LJU 0,001 410,5 0,00004 0,92 4,93 0,0001 3563,90 0  
illyricus VI/KR 0,20 1,98 0,0006 0,47 0,57 0,59 0,35 0,59 0,35 
illyricus VI/ZR 0,14 3,11 0,00006 0,08 6,07 0,19 2,13 0,19 2,13 
illyricus VI/BO 0,14 3,01 0,00008 0,10 4,45 0,19 2,13 0,19 2,13 
illyricus KR/ZR 0,34 0,98 0,0004 0,45 0,61 0,83 0,10 0,83 0,10 
illyricus KR/BO 0,39 0,78 0,0005 0,53 0,43 0,83 0,10 0,83 0,10 
svallize NE/TRRAHB -0,03 -17,68 0,00002 0,01 42,13 -0,08 -7,15 -0,08 -7,15 
svallize NE/RA 0,06 7,87 0,00002 0,02 29,05 0,05 10,19 0,05 10,17 
svallize NE/TR 0,09 5,10 0,00002 0,01 41,39 0,05 10,19 0,05 10,17 
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4.6.3. Genska raznolikost istraţivanih jezgrinih gena (rhod i rag1) jadranskih vrsta 
Squalius 
 
DNA polimorfizam rhod gena 
Za sve je vrste dobivena niska raznolikost haplotipova rhod gena, dok je kod vrste S. 
illyricus i S. microlepis prisutan samo jedan haplotip gena za rodopsin (Tablica 36).  
 
Tablica 36. DNA polimorfizam jezgrinog gena za rodopsin unutar jadranskih vrsta roda 
Squalius  
Znaĉenje kratica: N - broj istraţivanih sekvenca, h - broj haplotipova, S - broj polimorfnih 
(segregirajućih) mjesta, Hd - raznolikost haplotipova, k - prosjek nukleotidnih razlika, π - 
nukleotidna raznolikost, η - broj mutacija 
 
Vrsta N S η h Hd π k 
S. illyricus 11 0 0 1 0 0 0 
S. microlepis 7 0 0 1 0 0 0 
S. squalus 51 6 6 6 0,463 0,00079 0,638 
S. svallize 53 2 2 3 0,456 0,00059 0,482 
S. zrmanjae 5 1 1 2 0,400 0,00049 0,400 
 
 Većina istraţivanih populacija ima vrlo nisku raznolikost haplotipova gena za 
rodopsin, a samo jedan haplotip posjeduju populacija iz Krke, populacija iz Vrljike i 
Prološkog blata, populacija iz Zrmanje te populacija iz Trebišnjice i Ravnog polja (Tablica 
37). Uzorci iz Vrljike, Prološkog blata i Zrmanje predstavljeni su s malim brojem sekvenca, 
što je moglo utjecati na rezultat, dok je za ostale populacije analiziran dovoljan broj sekvenca. 
Najveća je raznolikost haplotipova zabiljeţena kod populacije vrste S. squalus iz Dragonje 
(Hd=1,000), s velikom nukleotidnom raznolikosti. Populacija iste vrste iz Pazinĉice (i 
Borutskog potoka) pokazuje umjerenu raznolikost haplotipova rhod gena (Hd=0,533) uz vrlo 
malu nukleotidnu raznolikost, gdje 16 sekvenca posjeduje samo dva haplotipa. Od svih 
populacija vrste S. squalus istiĉe se populacija iz Trebišnjice i Ravnog polja, gdje ĉak 27 
analiziranih sekvenca dijeli samo jedan haplotip. Populacije vrste S. svallize iz neretvanskog 
slijeva i Ljute, uz dovoljan broj analiziranih sekvenca, takoĊer pokazuju nisku raznolikost 
haplotipova s malom nukleotidnom raznolikosti (Hd=0,480). 
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Tablica 37. Unutarpopulacijska analiza DNA polimorfizma jezgrinog gena za rodopsin 
jadranskih klenova  
Znaĉenje kratica: N - broj istraţivanih sekvenca, S - broj polimorfnih (segregirajućih) mjesta, 
η - broj mutacija, h - broj haplotipova, Hd - raznolikost haplotipova, π - nukleotidna 
raznolikost, k - prosjek nukleotidnih razlika, DR - Dragonja, PA - Pazinĉica, BP - Borutski 
potok, TR - Trebišnjica, RA - Ravno polje, ZR - Zrmanja, KR - Krka, VR - Vrljika, PB - 
Prološko blato, NE - Neretva, LJU - Ljuta 
 
Populacija N S η h Hd π k 
squalus_DR 
squalus_PA/BP 
squalus_TR/RA 
6 
16 
27 
6 
1 
0 
6 
1 
0 
6 
2 
1 
1,000 
0,533 
0 
0,00321 
0,00066 
0 
2,600 
0,533 
0 
zrmanjae_ZR 4 0 0 1 0 0 0 
illyricus_KR 10 0 0 1 0 0 0 
microlepis_VR/PB 3 0 0 1 0 0 0 
svallize_NE/TR/RA 
svallize_LJU 
25 
28 
1 
2 
1 
2 
2 
3 
0,480 
0,442 
0,00059 
0,00061 
0,480 
0,495 
 
Genska p-udaljenost prema genu za rodopsin 
Najveća genska p-udaljenost izmeĊu sekvenca rhod gena pronaĊena je izmeĊu vrsta S. 
svallize i S. squalus te S. svallize i S. microlepis (0,9%), dok je najmanja genska p-udaljenost 
pronaĊena izmeĊu vrsta S. zrmanjae i S. illyricus, S. microlepis i S. illyricus te S. svallize i S. 
zrmanjae (0,1%). Najveća prosjeĉna vrijednost genske p-udaljenosti uoĉena je izmeĊu vrsta S. 
svallize i S. squalus (0,6%), dok je najmanja prosjeĉna vrijednost zabiljeţena izmeĊu vrsta S. 
microlepis i S. illyricus (0,1%) (Tablica 38). 
 
Tablica 38. Raspon i srednje vrijednosti (u zagradi) genske p-udaljenosti jezgrinog gena za 
rodopsin izmeĊu istraţivanih vrsta klenova  
Vrijednosti su prikazane u postocima. 
 
Vrsta S. squalus S. illyricus S. zrmanjae S. svallize 
S. squalus     
S. illyricus 0,2-0,7 (0,3)    
S. zrmanjae 0,4-0,7 (0,5) 0,1-0,2 (0,2)   
S. svallize 0,4-0,9 (0,6) 0,2-0,4 (0,3) 0,1-0,4 (0,3)  
S. microlepis 0,4-0,9 (0,4) 0,1 (0,1) 0,2-0,4 (0,3) 0,4-0,5 (0,4) 
 
 Unutar jadranskih vrsta, S. illyricus, S. microlepis i S. illyricus nije uoĉena genska 
udaljenost, dok je vrlo mala genska-p udaljenost zabiljeţena unutar vrsta S. squalus i S. 
svallize (0,1%) (Tablica 39). Najveća je genska p-udaljenost zabiljeţena unutar vrste S. 
squalus.  
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Tablica 39. Unutarvrsne genske p-udaljenosti jezgrinog gena za rodopsin istraţivanih vrsta 
klenova jadranskog slijeva  
Raspon i srednja vrijednost (u zagradi) prikazani su u postocima. 
 
Vrsta Raspon (srednja 
vrijednost) 
S. squalus 0-0,7 (0,1) 
S. illyricus 0 
S. zrmanjae 0 
S. svallize 0-0,1 (0,1) 
S. microlepis 0 
 
Genska diferencijacija prema genu za rodopsin 
Rezultati statistiĉkih testova genske diferencijacije gena za rodopsin istraţivanih 
Squalius populacija prikazani su u Tablici 40. Vrsta S. tenellus predstavljena je samo s 
jednom sekvencom pa se nije mogao napraviti izraĉun za tu populaciju iz Rude. Vrste S. 
zrmanjae, S. microlepis i S. illyricus predstavljene su samo s jednom populacijom pa nije bilo 
drugih populacija za usporedbu. Testovi genske diferencijacije jezgrinog gena za rodopsin 
većinom nisu pokazali statistiĉki znaĉajnu razliku izmeĊu istraţivanih populacija. Jedino su S. 
squalus populacije iz Dragonje i Pazinĉice pokazale malu statistiĉki znaĉajnu razliku prema 
većini izraĉunatih testova, osim za HS, HST, KS i KST kod kojih znaĉajne razlike nema. 
 
Tablica 40. Rezultati statistiĉkih testova genske diferencijacije populacija klenova prema 
genu za rodopsin  
Sivo obojana polja predstavljaju statistiĉki znaĉajne vrijednosti, dok broj zvjezdica oznaĉava 
razinu statistiĉke znaĉajnosti (*=0,01<P<0,05; **= 0,001<P<0,01; ***= P<0,001).  
Znaĉenje kratica: χ2, HS, HST - statistiĉki parametri diferencijacije izmeĊu subpopulacija 
temeljeni na haplotipovima, KS, KST, KS
x
, KST
x
 Z, Z
x
, Snn - statistiĉki parametri 
diferencijacije izmeĊu populacija temeljeni na nukleotidnim sekvencama, DR - Dragonja, PA 
- Pazinĉica, BP - Borutski potok, MI - Mirna, NE - Neretva, RA - Ravno polje, TR - 
Trebišnjica 
 
Populacije χ2 HS HST KS KST KS
x
 KST
x
 Z Z
x
 Snn 
squalus  
DR/PABP 
13,04 
* 
0,64 0,07 1,10 0,04 0,55 
* 
0,11 
* 
105,46 
* 
4,47 
* 
0,71 
* 
squalus  
DR/MI 
4,44 1,00 -0,12 1,95 0,10 1,18 -0,16 15,73 2,71 0,64 
squalus  
PABP/MI 
1,80 0,53 -0,02 0,47 0,09 0,37 -0,02 76,80 4,21 0,80 
svallize 
NE/TRRA 
0,23 0,63 
 
0,50 0,50 -0,03 0,34 -0,04 152,02 
 
4,89 0,66 
svallize 
LJU/NETRRA 
1,53 0,46 -0,009 0,49 -0,01 0,33 -0,01 691,79 6,41 0,49 
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Protok jezgrinog gena za rodopsin 
U Tablici 41 prikazan je izraĉun protoka gena prema sekvencama rhod gena izmeĊu 
jadranskih Squalius populacija uz korištenje testa permutacije na 1 000 replikanata. IzmeĊu 
populacija S. squalus iz Trebišnjice i Ravnog polja nije bilo polimorfnih mjesta pa se protok 
gena nije mogao izraĉunati. Vrsta S. illyricus zastupljena je samo s jednom populacijom jer 
nije bilo drugih populacija pa se izraĉun za tu vrstu takoĊer nije mogao napraviti. Mali je broj 
efektivnih migranata utvrĊen izmeĊu S. squalus populacija iz Dragonje i Pazinĉice. IzmeĊu 
populacija vrste S. svallize iz Ljute i neretvanskog slijeva (i obratno) primijećen je veći broj 
migranata po svim izraĉunatim testovima. Sliĉno je primijećeno i izmeĊu populacija iste vrste 
iz Neretve i Trebišnjice (i Ravnog polja), uz manji broj migranata prema NST i FST 
vrijednostima.  
 
Tablica 41. Protok gena prema sekvencama gena za rodopsin istraţivanih populacija klenova 
Znaĉenje kratica: GST, δST i γST - koeficijenti genske diferencijacije, Nm - efektivni broj 
imigranata po generaciji, NST - procjenitelj protoka gena, FST - fiksacijski indeks, DR - 
Dragonja, PA - Pazinĉica, BP - Borutski potok, MI - Mirna, LJU - Ljuta, NE - Neretva, RA - 
Ravno polje, TR - Trebišnjica 
 
Populacije GST Nm δST γST Nm NST Nm FST Nm 
squalus 
DR/PABP 
0,05 4,82 0,0001 0,12 1,80 0,06 3,93 0,06 3,92 
squalus 
PABP/MI 
0,15 1,37 0,00006 0,10 2,25 0,47 0,29 0,47 0,29 
svallize 
LJU/NERATR 
-0,009 -28,88 0 0,007 34,66 -0,02 -10,46 -0,02 -10,47 
svallize 
NE/TRRA 
-0,02 -12,03 0,00001 0,009 26,59 -0,08 -3,28 -0,08 -3,28 
 
 
DNA polimorfizam rag1 gena 
Mjere DNA polimorfizma jezgrinog rag1 gena mogle su se izraĉunati za sve vrste, osim 
za vrste S. microlepis i S. zrmanjae koje su predstavljene samo s jednom sekvencom u uzorku 
(Tablica 42). Umjerena raznolikost haplotipova zabiljeţena je unutar vrste S. squalus 
(Hd=0,739), dok je mala raznolikost zabiljeţena unutar vrste S. svallize (Hd=0,211).  
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Tablica 42. DNA polimorfizam jezgrinog rag1 gena istraţivanih vrsta Squalius jadranskoga 
slijeva  
Znaĉenje kratica: N - broj istraţivanih sekvenca, S - broj polimorfnih (segregirajućih) mjesta, 
η - broj mutacija, h - broj haplotipova, Hd - raznolikost haplotipova, π - nukleotidna 
raznolikost, k - prosjek nukleotidnih razlika 
 
Vrsta N S η h Hd π k 
S. illyricus 15 0 0 1 0 0 0 
S. squalus 37 30 30 10 0,739 0,00163 2,354 
S. svallize 53 8 8 4 0,211 0,00028 0,406 
S. tenellus 2 0 0 1 0 0 0 
 
Rezultati unutarpopulacijske analize prikazani su u Tablici 43. Ni za jednu populaciju 
nije zabiljeţena velika raznolikost haplotipova rag1 gena. Umjerena raznolikost haplotipova 
pronaĊena je kod populacija vrste S. squalus iz Dragonje i Trebišnjice (i Ravnog polja; 
Hd=0,786), dok je kod populacije iz Pazinĉice (i Borutskog potoka) raznolikost haplotipova 
bila mala (Hd=0,318). Populacije vrste S. svallize imaju izrazito nisku raznolikost haplotipova 
(Hd=0,385), dok populacija iste vrste iz Ljute na ĉak 26 istraţivanih sekvenca posjeduje samo 
jedan haplotip te raznolikost uopće nije zabiljeţena. Kod vrste S. tenellus takoĊer nema 
zabiljeţene raznolikosti, ali taj je rezultat najvjerojatnije posljedica malog broja istraţivanih 
sekvenca. Na dovoljnom broju istraţivanih sekvenca (15) populacija iz Krke posjeduje isto 
samo jedan haplotip.  
 
Tablica 43. DNA polimorfizam gena za aktivaciju rekombinacije (rag1) jadranskih Squalius 
populacija  
Znaĉenje kratica: N - broj istraţivanih sekvenca, S - broj polimorfnih (segregirajućih) mjesta, 
η - broj mutacija, h - broj haplotipova, Hd - raznolikost haplotipova, π - nukleotidna 
raznolikost, k - prosjek nukleotidnih razlika 
 
Populacija N S η h Hd π k 
illyricus_KR 12 0 0 1 0 0 0 
squalus_DR 
squalus BP/PA 
squalus_TR/RA 
6 
12 
8 
1 
21 
7 
1 
21 
7 
2 
3 
5 
0,600 
0,318 
0,786 
0,00042 
0,00252 
0,00166 
0,600 
3,636 
2,393 
svallize_NE/TR 
svallize_RA 
svallize_NE/TR/RA 
svallize_LJU 
21 
6 
27 
26 
8 
0 
8 
0 
8 
0 
8 
0 
4 
1 
4 
1 
0,471 
0 
0,385 
0 
0,00069 
0 
0,00054 
0 
0,990 
0 
0,781 
0 
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Genska p-udaljenost prema rag1 genu 
Najveće genske p-udaljenosti pronaĊene su izmeĊu vrsta S. squalus i S. svallize 
(2,8%), dok su najmanje genske p-udaljenosti uoĉene izmeĊu vrsta S. microlepis i S. tenellus, 
S. microlepis i S. illyricus, S. illyricus i S. tenellus, S. zrmanjae i S. svallize, S. zrmanjae i S. 
illyricus te S. cephalus i S. squalus (0,1%) (Tablica 44). Nerazriješeni haplotip iz Zrmanje 
pokazuje gensku p-udaljenost od 1,6% u odnosu na drugi dostupan haplotip iz Zrmanje vrste 
S. zrmanjae.  
 
Tablica 44. Genske p-udaljenosti jezgrinog rag1 gena izmeĊu istraţivanih vrsta Squalius 
Prikazani su rasponi i srednje vrijednosti (u zagradi) genske p-udaljenosti izraţeni u 
postocima. IzmeĊu vrsta S. zrmanjae i S. microlepis nije bilo moguće izraĉunati srednju 
vrijednost genske p-udaljenosti jer su obje vrste predstavljene samo s jednom sekvencom.  
 
 
Unutarvrsne genske p-udaljenosti rag1 gena prikazane su u Tablici 45. Za vrste S. 
zrmanjae i S. microlepis bila je dostupna samo jedna sekvenca za analizu pa se raspon i 
srednja vrijednost nisu mogli izraĉunati. 
 
 
 
 
 
 
 
Vrsta (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) 
S. microlepis  
(1)      
   
S. tenellus  
(2) 
0,1 
(0,1)     
   
S. svallize  
(3) 
0,3-0,6 
(0,4) 
0,3-0,6 
(0,4)    
   
S. squalus 
(4) 
1,0-2,4 
(1,2) 
1,0-2,4 
(1,2) 
1,2-2,8 
(1,4)   
   
S. illyricus 
(5) 
0,1 
(0,1) 
0,1 
(0,1) 
0,3-0,6 
(0,3) 
1,0-2,4 
(1,1)  
   
S, zrmanjae 
(6) 
0,2 
(-) 
0,2  
(0,2) 
0,1-0,6 
(0,2) 
1,1-2,5 
(1,3) 
0,1 
(0,1) 
   
S. cephalus  
(7) 
1,0-1,2 
(1,2) 
1,0-1,2 
(1,2) 
1,2-1,6 
(1,4) 
0,1-1,6 
(0,2) 
1,0-1,2 
(1,1) 
1,1-1,3 
(1,2) 
  
RZRM2  
(8) 
1,5 
(1,5) 
1,5 
(1,5) 
1,7-2,0 
(1,7) 
2,2-2,3 
(2,2) 
1,5 
(1,5) 
1,6 
(1,6) 
2,2-2,4 
(2,3) 
 
RMET1 
(9) 
1,6 
(1,6) 
1,6 
(1,6) 
1,8-2,1 
(1,8) 
2,0-2,1 
(2,1) 
1,5 
(1,5) 
1,7 
(1,7) 
1,9-2,2 
(2,1) 
2,2 
(2,2) 
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Tablica 45. Unutarvrsne genske p-udaljenosti jezgrinog rag1 gena jadranskih vrsta Squalius 
Znaĉenje kratice: NA - nije analizirano (dostupna samo jedna sekvenca) 
 
 p-udaljenost 
Vrsta raspon  
(srednja vrijednost) 
S. microlepis NA 
S. tenellus 0 
S. svallize 0-0,4 (0,05) 
S. squalus 0,1-2,5 (0,44) 
S. illyricus 0 
S. zrmanjae NA 
 
Genska diferencijacija prema rag1 genu 
Testovi genske diferencijacije rag1 gena izraĉunati su za populacije iste vrste uz uvjet 
postojećih višestrukih segregirajućih mjesta, bez kojih se izraĉun nije mogao napraviti, što je 
u ovom sluĉaju vrijedilo samo za vrste S. svallize i S. squalus (Tablica 46). Naime, za ovaj su 
gen dobivene još jedino sekvence vrste S. illyricus s više lokaliteta, meĊutim sekvence iz 
Krke, Prološkog blata i Vrljike nisu imale polimorfna mjesta. Prema rag1 genu velika statiĉka 
znaĉajnost prema svim testovima genske diferencijacije dobivena je izmeĊu S. svallize 
populacija iz Neretve i Trebišnjice (druga ili treća razina st. znaĉajnosti; Snn=0,95). 
Populacije iste vrste iz Ravnog polja i Trebišnjice pokazale su nešto manju statistiĉki 
znaĉajnu razliĉitost prema svim izraĉunatim testovima (druga i prva razina; Snn=0,90). 
IzmeĊu S. squalus populacija iz Mirne i Pazinĉice, Mirne i Dragonje te populacija iz 
Trebišnjice i Ravnog polja nisu dobivene statistiĉki znaĉajne razlike, što upućuje na sliĉnost 
izmeĊu navedenih populacija. Jedino je izmeĊu populacija iste vrste iz Dragonje i Pazinĉice 
uoĉena mala genska razliĉitost prve razine statistiĉke znaĉajnosti u vaţnijim testovima genske 
diferencijacije (HS, HST, Z, Z*, Snn), s malenom Z vrijednosti (Z=4,13) zbog koje se odbija 
nulta hipoteza da nema genske razliĉitosti. 
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Tablica 46. Rezultati statistiĉkih testova genske diferencijacije jezgrinog rag1 gena izmeĊu jadranskih Squalius populacija  
Sivo obojana polja predstavljaju statistiĉki znaĉajne vrijednosti, dok broj zvjezdica oznaĉava jaĉinu statistiĉke znaĉajnosti (*=0,01<P<0,05; **= 
0,001<P<0,01; ***= P<0,001). Populacije su nazvane po lokalitetu iz kojeg dolaze, a odvojene su kosom crtom.  
Znaĉenje kratica: χ2, HS, HST - statistiĉki parametri diferencijacije izmeĊu subpopulacija temeljeni na haplotipovima, KS, KST, KS
x
, KST
x
 Z, Z
x
, 
Snn - statistiĉki parametri diferencijacije izmeĊu populacija temeljeni na nukleotidnim sekvencama, PA - Pazinĉica, BP - Borutski potok, DR - 
Dragonja, MI - Mirna, TR - Trebišnjica, RA - Ravno polje, NE - Neretva, LJU - Ljuta 
 
Populacije χ2 HS HST KS KST KS
x
 KST
x
 Z Z
x
 Snn 
squalus 
PABP/DR 
7,62 0,40 
* 
0,15 
* 
2,62 0,04 0,56 0,07 70,78 
* 
4,13 
* 
0,71 
* 
squalus 
MI/PABP 
0,39 0,32 -0,16 3,12 0,001 0,62 -0,16 46,98 3,78 0,73 
squalus  
MI/DR 
1,60 0,60 -0,12 0,45 0,16 0,42 -0,12 14,40 2,60 0,63 
squalus 
TR/RA 
5,00 0,75 0,05 2,42 -0,01 1,05 0,02 13,58 2,45 0,52 
svallize 
NE/TR 
20,00 
*** 
0,17 
*** 
0,60 
*** 
0,80 
** 
0,17 
** 
0,21 
*** 
0,52 
*** 
71,06 
*** 
4,18 
*** 
0,95 
*** 
svallize 
RA/NE 
0,39 0,10 -0,07 0,09 0 0,07 -0,07 115,72 4,73 0,57 
svallize 
RA/TR 
10,00 
** 
0,17 
** 
0,72 
** 
1,40 
* 
0,16 
* 
0,35 
** 
0,49 
** 
14,25 
** 
2,51 
** 
0,90 
** 
svallize 
LJU/NERATR 
6,52 0,20 
* 
0,07 
* 
0,40 0,02 0,19 0,04 
 
679,07 
* 
6,46 
* 
0,53 
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Protok rag1 gena 
U Tablici 47 prikazan je izraĉun protoka gena prema sekvencama rag1 gena, a 
napravljen je na 1 000 replikanata. IzmeĊu svih susjednih S. squalus populacija pronaĊen je 
veći broj efektivnih migranata po svim testovima, u odnosu na ostale populacije. Osim toga, 
dva testa (GST i δST) pokazuju veći broj migranata i izmeĊu populacija vrste S. svallize iz 
Neretve i Ravnog polja, dok ostali testovi ne pokazuju nikakav protok gena. 
 
Tablica 47. Protok gena prema sekvencama jezgrinog rag1 gena ispitivanih populacija 
klenova jadranskog slijeva  
Znaĉenje kratica: GST, δST i γST - koeficijenti genske diferencijacije, Nm - efektivni broj 
imigranata po generaciji, NST - procjenitelj protoka gena, FST - fiksacijski indeks, MI - Mirna, 
DR - Dragonja, PA - Pazinĉica, BP - Borutski potok, TR - Trebišnjica, RA - Ravno polje, NE 
- Neretva 
 
Populacije GST Nm δST γST Nm NST Nm FST Nm 
squalus  
MI/DR 
0,17 1,20 0,00006 0,20 1,00 0,40 0,38 0,40 0,38 
squalus 
MI/PABP 
0,08 3,08 0,00003 0,01 17,50 0,008 29,99 0,008 30,00 
squalus  
PA/BP 
0,05 4,50 0,0002 0,10 2,25 0,02 13,49 0,02 13,50 
squalus  
PABP/DR 
0,12 1,77 0,0001 0,07 3,23 0,09 2,47 0,09 2,46 
squalus 
TR/RA 
0,04 6,00 0,0002 0,13 1,61 -0,02 -14,34 -0,02 -14,50 
svallize 
NE/TR 
0,59 0,18 0,0002 0,34 0,49 0,29 0,61 0,29 0,61 
svallize 
RA/NE 
0,01 21,12 0 0,02 13,75 0  0  
svallize 
RA/TR 
0,64 0,14 0,0003 0,30 0,58 0,22 0,88 0,22 0,88 
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5. RASPRAVA 
 Unatoĉ brojnim dosadašnjim taksonomskim istraţivanjima klenova na ovom podruĉju, 
dobiveni rezultati i dalje upućuju na postojanje neopisanih jedinica i nepotpuno razriješenu 
taksonomiju. Rezultati ovog istraţivanja mijenjaju općenito prihvaćeno saznanje o distribuciji 
nekih jadranskih vrsta klenova, pa tako i o evolucijskoj prošlosti. 
 
Filogenetički odnosi jadranskih vrsta Squalius i glavni događaji u evolucijskoj prošlosti 
UsporeĊujući sva ĉetiri ispitivana genska biljega, najbolja filogenetiĉka razluĉivost 
odnosa izmeĊu jadranskih vrsta Squalius dobivena je za mitohondrijski cyt b gen, što je i 
oĉekivano s obzirom na veću mutacijsku stopu tog gena u odnosu na jezgrine gene. Naime, taj 
se genski biljeg do sada pokazao vrlo uspješnim u rekonstrukciji monofiletiĉkih linija 
europskih vrsta Squalius (Brito i sur., 1997., Durand i sur., 1999., Zardoya i sur., 1999., 
Doadrio i Carmona, 2003., Sanjur i sur., 2003., Doadrio i Carmona, 2006.), što je potvrĊeno i 
ovim istraţivanjem za većinu ispitivanih vrsta. Zbog toga će najveći dio diskusije biti 
posvećen upravo rezultatima dobivenima na temelju mitohondrijskog biljega, dok će o analizi 
jezgrinih gena biti govora, ali u manjoj mjeri. S druge strane, analiza jezgrinih gena bila je 
vaţna za otkrivanje hibridizacijskih dogaĊaja koji su takoĊer utjecali na oblikovanje 
evolucijske prošlosti cjelokupnog roda i trenutne genske raznolikosti. 
Filogenetiĉka je rekonstrukcija pokazala da istraţivani klenovi roda Squalius iz 
Hrvatske i BiH pripadaju dvjema nezavisnim i genski udaljenim grupama, mediteranskoj i S. 
cephalus grupi. Pripadnost prema više filogenetiĉkih linija upućuje na parafiletiĉko porijeklo 
jadranskih vrsta Squalius. Prema tome su preci udaljenih vrsta Squalius u više navrata 
kolonizirali rijeke i jezera jadranskog slijeva, što je vrlo sliĉno sa situacijom primijećenom na 
Pirenejskom poluotoku (Sanjur i sur., 2003., Perea i sur., 2010.). Podaci dobiveni ovim 
istraţivanjem, zajedno s podacima dobivenim od pirenejskih vrsta, potvrĊuju hipotezu 
postupne kolonizacije mediteranskog podruĉja vrstama Squalius koja je zapoĉela u oligocenu 
(Doadrio i Carmona, 2003., Levy i sur., 2009., Perea i sur., 2010.). To potvrĊuje i velika 
genska udaljenost izmeĊu vrsta razliĉitih (velikih) filogenetiĉkih grupa, što odgovara davnom 
vremenu njihove divergencije koja se dogodila na prijelazu oligocena u miocen (25,89-19,20 
mya). Iz kasnog oligocenskog perioda nema podataka o geodinamici u smislu vikarijantnih 
dogaĊaja s ovih podruĉja, pa se hipotetizira da je osobitost krškog reljefa koji je bio sliĉan 
današnjem, ubrzala geografsku izolaciju i proces specijacije na ovom podruĉju u tom periodu 
(Perea i sur., 2010.). S obzirom na hipoteze o porijeklu i kolonizacijskim putevima 
mediteranskih leuciscina, dobiveni rezultati potvrĊuju hipotezu Bănărescua (1992.) o širenju 
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azijskih slatkovodnih riba rijeĉnim putevima u juţne dijelove Europe nakon oligocena. Osim 
toga, po dobivenim se rezultatima diverzifikacija vrsta Squalius dogaĊala puno prije mesinske 
krize saliniteta (MSC; 5,96-5,33 mya) pa se druga hipoteza naglog širenja azijskih predaka 
preko Mediterana tijekom te jezerske faze Sredozemnog mora (Bianco, 1990.) ne ĉini 
vjerojatnom. Jedino se vrijeme divergencije mediteranskih vrsta S. microlepis/S. tenellus i S. 
lucumonis poklapa s vremenom MSC faze Sredozemnog mora, koja je vjerojatno imala 
utjecaja na razdvajanje navedenih vrsta. Kao što je do sada i zabiljeţeno (Perea i sur., 2010.), 
dobiveni podaci potvrĊuju geografsko strukturiranje haplotipova unutar mediteranske grupe 
na talijansko-jadransku, pirenejsku i grĉku skupinu.  
Unutar mediteranske filogenetiĉke grupe na dobivenim filogramima cyt b gena vrste 
pokazuju monofiletiĉko porijeklo genski udaljenih linija, što znaĉi da trenutna taksonomija 
unutar ove grupe odgovara molekularnim podacima iz ovog istraţivanja. Divergencija 
jadranskih vrsta od talijanskih i grĉkih vrsta te vrsta pirenejskog poluotoka dogodila se 
tijekom miocena (20,92-14,56 mya). Dobiveni rezultati djelomiĉno se preklapaju s podacima 
dobivenima od pirenejskih vrsta, gdje je razdvajanje ovih vrsta uslijedilo nešto kasnije u 
navedenom periodu, oko 14,6 mya (14,9-10,9 mya) (Perea i sur., 2010.), što se moţe objasniti 
upotrebom drugaĉijeg (opuštenog) molekularnog sata i genskih setova na temelju kojih je 
napravljena analiza, dok su su podaci o vremenu divergencije iz ovog istraţivanja rezultat 
evolucije iskljuĉivo jednog gena (cyt b). Uzdizanje Alpa i Pireneja tijekom tog perioda 
izoliralo je vrste s Mediterana i Pirenejskog poluotoka meĊusobno i od ostatka središnje 
Europe (Sušnik i sur., 2001., Stefani i sur., 2004., Perea i sur., 2010.). Osim toga, na prijelazu 
ranog u srednji miocen, postojao je dinarski jezerski sustav (Harzhauser i Mandic, 2008.), ĉija 
je fragmentacija i nestanak ubrzala izolaciju i zapoĉela specijaciju na balkanskom podruĉju, a 
pogotovo na dalmatinskom podruĉju (Perea i sur., 2010.). Dijeljenje zajedniĉkog pretka 
izmeĊu istraţivanih jadranskih vrsta s vrstama iz Grĉke, Italije i Španjolske upućuje na 
perimediteransko širenje predaka današnjih mediteranskih vrsta s poĉetkom u srednjem 
miocenu, prije MSC perioda. Naime, najbliţi zajedniĉki predak vrsta S. tenellus/S. microlepis, 
S. lucumonis te S. svallize/S. zrmanjae i S. illyricus postojao je pred oko 10,33 mya u gornjem 
miocenu (13,03-8,01 mya). U tom se periodu (11-10 mya) plitko more Paratetisa koje se 
rasprostiralo od Alpa do Aralskog mora, fragmentiralo na manje oligohaline bazene (Rögl, 
1998.) pa se širenje klenova, osim za vrijeme plitkog Mediterana, moglo odvijati i puno prije 
putem rijeĉnih kopnenih puteva. MeĊutim, divergencija vrsta S. tenellus/S. microlepis od S. 
lucumonis dogodila se u periodu kasnog miocena (5,87 mya), a prethodila joj je mesinska 
kriza saliniteta koja je najvjerojatnije utjecala na izolaciju i divergenciju spomenutih srodno 
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bliskih vrsta. MlaĊi divergencijski dogaĊaji zabiljeţeni su izmeĊu dalmatinskih vrsta tijekom 
srednjeg pliocena (5,20-2,69 mya), kada se vrsta S. illyricus odvojila od vrsta S. svallize i S. 
zrmanjae. U ovom je periodu zabiljeţena povećana vlaţnost u mediteranskoj regiji (Haywood 
i sur., 2000.) koja je mogla utjecati na diverzifikaciju spomenutih vrsta tijekom kolonizacije 
novoformiranih slatkovodnih staništa nakon mesinske krize saliniteta. Divergencija najmlaĊih 
vrsta unutar mediteranske grupe odvijala se tijekom pleistocena, kada se vrsta S. tenellus 
odvojila od vrste S. microlepis. U doba pleistocenskog razdoblja nije zabiljeţen poseban 
geološki dogaĊaj s kojim bi se povezala divergencija spomenutih vrsta, ali zna se da je 
geološka aktivnost na tom podruĉju bila vrlo intenzivna te se smatra da su pleistocenske 
glacijacije utjecale na trenutnu distribuciju pojedinih leuciscinskih vrsta (Perea i sur., 2010.).  
Nasuprot tome, unutar S. cephalus grupe naziru se mnogo sloţeniji odnosi koji i dalje 
zahtijevaju sistematsku reviziju. Naime, u ovoj grupi izdvojila se nova filogenetiĉka linija iz 
Trebišnjice i Ravnog polja, ĉiji status treba taksonomsku reviziju. Osim toga, parafiletiĉke 
odnose pokazuju vrste S. cephalus, S. squalus, S. peloponensis i S. lepidus. Iako su na stablu 
parafiletiĉkog porijekla, ipak se smatra se da su te vrste monofiletiĉkog porijekla, a da su 
drugi razlozi, poput neriješene taksonomije i krive identifikacije uzoraka, odgovorni za 
ovakav rezultat. Osim toga, i meĊuvrsna hibridizacija koja se dogaĊala kroz evolucijsku 
prošlost unutar grupe, dodatno komplicira odnose. Na primjer, kod vrste S. squalus uoĉeno je 
grupiranje cyt b sekvenca uzoraka iz Ljute, Trebišnjice i Ravnog polja, kao posljedica 
hibridizacijskih dogaĊaja izmeĊu vrsta S. squalus i S. svallize. Dodatno, kod jezgrinog rag1 
gena u jednoj jedinki iz Drave koja morfološki odgovara vrsti S. cephalus, pronaĊen je S. 
squalus haplotip. Nadalje, sekvence iz areala vrste S. janae (Dragonja, Pazinĉica, 
Boljunšćica) pripale su filogenetiĉkoj liniji vrste S. squalus, što upućuje na pogrešku u 
dosadašnjoj taksonomiji, pa prema dobivenim molekularnim podacima ispada da vrsta S. 
janae nije validna vrsta, već se taj naziv moţe koristiti kao mlaĊi sinonim vrste S. squalus. Od 
vrsta iz banke gena unutar filogenetiĉke linije vrste S. squalus izdvojili su se i talijanski 
haplotipovi vrsta S. cephalus i S. albus za koje je teško utvrditi je li to izdvajanje posljedica 
krive determinacije vrsta ili meĊuvrsne hibridizacije, no u svakom sluĉaju te jedinke sadrţe 
mitohondrijski DNA vrste S. squalus. Unutar ove grupe izdvojili su se i haplotipovi iz Drave, 
koji se izdvajaju u zasebnu filogenetiĉku liniju vrste S. cephalus. Iako su dio crnomorskog 
slijeva koji nije dio ovog istraţivanja, zanimljivo je napomenuti da se ni jedan hrvatski S. 
cephalus haplotip nije izdvojio u liniju s drugim S. cephalus haplotipovima preuzetim iz 
banke gena, već je srodniji s grĉkom vrstom S. vardarensis. MeĊutim, hrvatski haplotipovi 
spomenute vrste dijele zajedniĉkog pretka sa španjolskim haplotipovima vrste S. cephalus, 
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dok s vrstama iz Italije, Njemaĉke i Francuske pokazuju veću gensku udaljenost (5,2%, 5,9%, 
6,9% vs 4,6%) i gotovo nikakvu srodnost. Parafiletiĉki odnosi srednjoeuropskih i hrvatskih 
vrsta S. cephalus mogu biti posljedica razliĉitih kolonizacijskih ruta navedenih predstavnika 
zbog utjecaja zadnjih pleistocenskih glacijacija i uzdizanja Alpa u vremenu kada su se 
izdvojile te hrvatske vrste, što ih je izoliralo od ostatka središnje Europe (Perea i sur., 2010.).  
Razdvajanje vrsta unutar S. cephalus grupe zapoĉinje u srednjem miocenu, pred 17,32- 
12,17 mya, što se moţe povezati s tzv. spektakularnom miocenskom radijacijom vrsta, kada je 
zabiljeţen velik rast novonastalih vrsta i bioraznolikosti općenito (Harzhauser i Mandic, 
2008.). U razdoblju gornjeg miocena (7,81 mya) došlo je do divergencije izmeĊu grĉke vrste 
S. peloponensis i glavne razvojne linije vrste S. squalus. Nova izdvojena filogenetiĉka linija iz 
Trebišnjice i Ravnog polja odvojila se od glavne razvojne linije vrste S. squalus u gornjem 
pliocenu (3,68 mya). U isto su se vrijeme razdvojile i vrste S. illyricus i S. svallize/S. zrmanjae 
unutar mediteranske grupe. U tom je periodu povećana vlaţnost pokrenula diverzifikaciju 
leuciscina na razliĉitim mediteranskim poluotocima (Haywood i sur., 2000., Perea i sur., 
2010.), što je potvrĊeno i dobivenim rezultatima. Na prijelazu pliocena u pleistocen na 
istraţivanom podruĉju zamijećena je velika geološka aktivnost (Stanley i Wezel, 1985.), što je 
najvjerojatnije utjecalo na divergenciju navedenih vrsta u tom periodu. U razdoblju izmeĊu 
srednjeg i kasnog pleistocena novoizdvojena monofiletiĉka linija iz Trebišnjice i Ravnog 
polja divergirala je od sestrinske vrste S. prespensis (0,78 mya). Zanimljivo je napomenuti 
kako je ta linija srodnija vrsti S. prespensis iz Grĉke nego S. squalus jedinkama naĊenima na 
istom lokalitetu.  
Za razliku od mediteranske grupe, u S. cephalus grupi nije primijećeno geografsko 
strukturiranje haplotipova zbog sloţenosti odnosa unutar grupe. Jedino je primijećeno 
djelomiĉno geografsko strukturiranje populacija vrste S. squalus, na što je moglo utjecati 
naglo širenje vrsta uslijed pleistocenskih glacijalnih utjecaja, koje je djelomiĉno prisutno kod 
navedene vrste ĉiji se haplotipovi grupiraju na one iz juţne Dalmacije (LJUT1-LJUT3, TRE3) 
i djelomiĉno na sjeverne iz Istre (IST3-IST4), dok se haplotipovi iz Visovca (VIS1-VIS3) i 
Istre preklapaju (IST1-IST2, IST5), a jedan je haplotip koji je zastupljen u srednjoj Dalmaciji 
(Visovac) ĉak pronaĊen i u istarskim jedinkama (VIS1).  
S obzirom na predloţen mogući evolucijski scenarij, izgleda da je alopatrijska 
specijacija, uzrokovana dugotrajnom izolacijom vodenih sustava, glavna sila diverzifikacije 
jadranskih Squalius vrsta. Osim toga, pojava hibridizacije takoĊer je utjecala na trenutnu 
distribuciju i filogenetiĉke odnose istraţivanih vrsta Squalius, pogotovo unutar S. cephalus 
grupe, ali u manjoj mjeri. Takav je nalaz u skladu s prethodnim istraţivanjima slatkovodnih 
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riba jadranskog slijeva i juţne Europe (Dubut i sur., 2012., Buj i sur., 2015a., Buj i sur., 
2017.). U svakom sluĉaju, vremena divergencije jadranskih vrsta odgovaraju hipotezi 
postupnog koloniziranja mediteranskog podruĉja, poĉevši od oligocenskog perioda kada je 
krenuo prvi kolonizacijski val (Levy i sur., 2009., Perea i sur., 2010.). Fragmentacija 
Paratetisa na manje oligohaline bazene u gornjem miocenu i mesinska kriza saliniteta tijekom 
miocena takoĊer utjeĉu na divergenciju pojedinih vrsta, nakon ĉega povećanje vlaţnosti na 
poĉetku pliocena (5,3-2,58 mya) i punjenje Sredozemnog mora slatkom vodom iz Paratetisa 
donosi novi kolonizacijski val i izolaciju novih formiranih slatkovodnih vrsta. Naposljetku, 
pleistocenske glacijacije (mlaĊe od 2,58 mya) odreĊuju trenutnu distribuciju europskih 
leuciscina (Perea i sur., 2010.).  
Prema cyt b genu najstarija je jadranska datirajuća filogenetiĉka linija ona 
mediteranske vrste S. illyricus, koja se odvojila najranije, tijekom gornjeg pliocena (5,20-2,69 
mya), dok su ostale filogenetiĉke linije divergirale poslije, tijekom pleistocena (2,16-0,78 
mya). NajmlaĊa datirajuća je nova izdvojena filogenetiĉka linija S. sp TR/RA koja je 
divergirala najkasnije od svih, u pleistocenu (0,78 mya).  
 
Nepodudaranje rezultata između genskih biljega 
Glavni razlozi za nepodudaranje topologija i razluĉivosti filogenetiĉkih stabala 
razliĉitih genskih biljega, posebice izmeĊu mitohondrijskog cyt b gena i jezgrinih genskih 
biljega, mogu se pripisati razliĉitoj filogenetiĉkoj uĉinkovitosti pojedinog gena, koja ovisi o 
brzini mutacijske stope ispitivanih gena i koliĉini parsimonijski informativnih mjesta. Na 
filogenetiĉku uĉinkovitost utjeĉu i prošli dogaĊaji meĊuvrsne hibridizacije, nepotpuno 
razvrstavanje linija ili prisutstvo ancestralnih polimorfizama detektiranih u jezgrinim genima. 
Veća brzina mutacije mitohondrijskog cyt b gena oĉekivano je omogućila bolju uĉinkovitost u 
utvrĊivanju filogenetiĉkih odnosa izmeĊu jadranskih vrsta roda Squalius. Sliĉno je potvrĊeno 
i u drugim istraţivanjima predstavnika potporodice Leuciscinae (Brito i sur., 1997., Durand i 
sur., 1999., Zardoya i sur., 1999., Doadrio i Carmona, 2003., Sanjur i sur., 2003., Doadrio i 
Carmona, 2006., Perea i sur., 2010.). Od jezgrinih biljega, rag1 gen i nekodirajući intron gena 
za S7 dali su podjednaku uĉinkovitost u rezultatima, te su pokazali puno veću filogenetiĉku 
razluĉivost u odnosu na rhod gen. Navedeni su biljezi imali gotovo dvostruko više 
informativnih mjesta, puno veću duţinu filogenetiĉkog stabla i manji konzistencijski indeks u 
odnosu na rhod gen, što je rezultiralo većim vrijednostima podrţanosti na filogenetiĉkim 
stablima. Zbog puno većeg broja istraţivanih sekvenca i nukleotida, te manje mogućnosti 
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pogreške u višestrukom sravnjenju radi nepostojanja praznina (insercija i delecija), kao i zbog 
veće duţine MP filogenetiĉkog stabla, rag1 gen dao je pouzdanije rezultate.  
 Na filogramima dobivenima filogenetiĉkom rekonstrukcijom sekvenca rag1 gena, kao 
i kod cyt b gena, jasno se vidi razdvajanje dviju velikih filogenetiĉkih grupa. MeĊutim, za 
razliku od mitohondrijskog biljega, odnosi unutar velikih grupa nisu potpuno razjašnjeni 
filogenetiĉkom rekonstrukcijom rag1 gena, gdje je primijećeno nepotpuno razvrstavanje 
linija. Naime, S. squalus i S. cephalus haplotipovi unutar S. cephalus grupe, prema rag1 genu, 
nalaze se unutar jedne razvojne linije, gdje je došlo do nepotpunog razvrstavanja linija, s 
obzirom na to da se smatra da su te vrste zasebnog monofiletiĉkog porijekla. Isto je uoĉeno i 
unutar pripadnika mediteranske grupe, toĉnije vrsta S. microlepis, S. illyricus, S. tenellus i S. 
zrmanjae. Filogenetiĉkom rekonstrukcijom rag1 gena nije potvrĊeno ni izdvajanje nove 
filogenetiĉke linije iz Trebišnjice i Ravnog polja, već su sve odgovarajuće sekvence 
posjedovale haplotipove vrste S. squalus, dok je jedna sekvenca posjedovala S. svallize 
haplotip. Prema rag1 genu izdvajaju se dva nerazriješena haplotipa iz Zrmanje i Neretve. 
Nadalje, kod jedne jedinke iz Pazinĉice, jedan se alel razlikovao velikim brojem mutacija u 
odnosu na druge s istog podruĉja, dok je drugi alel bio tipiĉan za vrstu S. squalus. Iako je ta 
jedinka morfološki prepoznata kao vrsta S. janae, njezini se haplotipovi ipak ne izdvajaju 
izvan S. squalus filogenetiĉke linije. Nerazriješeni haplotip iz Neretve identiĉan je s 
haplotipom leuciscidne endemske neretvanske vrste Chondrostoma knerii (Schönhuth i sur., 
2018.). Potrebno je istaknuti da je ista jedinka i kod introna gena za S7 posjedovala haplotip 
najsliĉniji vrstama roda Chondrostoma (99% sliĉnosti), dok za ostale biljege nije bilo 
sekvenca za analizu, zbog ĉega nije moguće utvrditi radi li se o kakvom hibridu, a moguće je 
da je došlo i do pogreške prilikom uzorkovanja. Drugi nerazriješeni rag1 haplotip pronaĊen je 
u Zrmanji, kod jedinke koja je morfološki prepoznata kao vrsta S. zrmanjae (što je potvrĊeno i 
s cyt b haplotipom) i koja je osim tipiĉnog alela za navedenu vrstu, imala drugi alel koji je 
vrlo sliĉan leuciscidnim vrstama roda Delminichthys (99%). Rod Delminichthys endemiĉan je 
rod predstavljen s ĉetirima vrstama koje ţive u podruĉju dinarskog krša (Mustafić i sur., 
2017.), meĊutim nikad nije zabiljeţen na podruĉju Zrmanje. S obzirom na tu ĉinjenicu, 
objašnjenje ovakvog rezultata moţe se traţiti u ostanku ancestralnih polimorfizama. Naime, 
moguće je da su drevni leuciscidni geni (koji su prvi divergirali i ostali u najstarijim linijama) 
ostali u manjoj frekvenciji unutar nekih populacija roda Squalius. Naime, linija Delminichthys 
prepoznata je kao najstarija linija unutar potporodice Leuciscinae (Perea i sur., 2010.). Druga 
moguća pretpostavka koja objašnjava ovu situaciju, moţe se traţiti u prošlim hibridizacijskim 
dogaĊajima, ali budući da je podruĉje rasprostranjenosti vrsta roda Delminichthys oduvijek 
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odvojeno od areala vrste S. zrmanjae (iako kolonizacijske rute još nisu utvrĊene za sve 
populacije), taj je scenarij manje vjerojatan. U svakom sluĉaju, 99%-tna sliĉnost 
nerazriješenog zrmanjskog alela i alela nalik vrsti Delminichthys (0,5-0,8% genske p-
udaljenosti) najvjerojatnije je posljedica retencije drevnih gena u sadašnjim vrstama. Dobiveni 
su rezultati u skladu s nezavisnim evolucijskim putevima dviju navedenih vrsta.  
 
Hibridi unutar jadranskih vrsta roda Squalius 
 Hibridizacija moţe imati veliku ulogu u evolucijskoj prošlosti slatkovodnih riba 
(Kottelat i Freyhof, 2007.), zbog ĉega je bilo vaţno uoĉiti hibridizacijske tragove u genomu 
jadranskih Squalius vrsta. Tragovi hibridizacijskih dogaĊaja prisutni su u genskom sastavu 
nekoliko jadranskih Squalius vrsta. Hibridizacija je zabiljeţena u jednoj cijeloj populaciji 
vrste S. svallize iz Ljute, gdje su sve jedinke sadrţavale mitohondrijski DNA vrste S. squalus, 
za razliku od jezgrinog DNA koji je bio tipiĉan za vrstu S. svallize. S obzirom da u Ljutoj 
trenutno ţivi samo vrsta S. svallize, hibridizacija se morala dogoditi prije nego što su preci 
današnje populacije kolonizirali rijeku. Ista je situacija pronaĊena i kod jedne jedinke iz 
Visovca, koja je imala mitohondrijski genom tipiĉan za vrstu S. squalus, dok je haplotip 
introna gena za S7 tipiĉan za vrstu S. svallize kojeg jedinka dijeli sa sekvencama iz Ljute. Na 
ţalost, za druge jezgrine biljege nije bilo dostupnih sekvenca s tog lokaliteta. Na podruĉju 
Visovca inaĉe obitavaju vrste S. illyricus i S. squalus, ali postoje stariji nalazi koji govore o 
prisutnosti vrste S. svallize u Krki (Vuković i Ivanović, 1971.), što je poslije opovrgnuto 
(Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 1999.). Ovakav rezultat mogao bi biti posljedica davnih 
hibridizacijskih dogaĊaja zbog nekadašnjeg većeg areala vrste S. svallize (Mrakovĉić i sur., 
2006.), koji do sada nikada nije bio potvrĊen. Osim toga, objašnjenje ovakvog rezultata 
moguće je i zbog prisutstva ancestralnih polimorfizama, s obzirom na to da je haplotip 
pronaĊen na širem geografskom podruĉju. Budući da se radi samo o jednoj istraţivanoj 
jedinki za jedan genski biljeg, te da je veća mogućnost pogreške u višestrukom sravnjenju 
introna gena zbog primijećenih insercija i delecija, ovaj bi se rezultat trebao potvrditi na 
većem broju uzoraka i jezgrinih genskih biljega. Nadalje, u Krki je pronaĊena jedinka 
morfološki prepoznata kao vrsta S. illyricus, što je potvrĊeno i prema jezgrinim genskim 
biljezima rag1 i S7, ali s introgresijom mtDNA vrste S. zrmanjae. Budući da u Krki obitavaju 
obje navedene vrste, hibridizacija je vjerojatno prisutna i danas. U Zrmanji je kod dviju 
jedinki pronaĊen mtDNA vrste S. illyricus. Budući da se podruĉje rijeke Zrmanje više ne 
smatra podruĉjem obitavanja vrste S. illyricus, nego samo vrste S. zrmanjae, introgresija 
mtDNA vjerojatno je rezultat prošlih hibridizacijskih dogaĊaja izmeĊu navedenih vrsta, dok 
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su vrste zajedno obitavale na istom podruĉju. Hibridne su jedinke još pronaĊene u Trebišnjici 
i Ravnom polju, gdje trenutno ţive tri genski udaljene jedinice: S. svallize, S. squalus i S. sp. 
TR/RA. Budući da su sva tri taksona još uvijek prisutna na tim lokalitetima, u vidu 
roditeljskih i hibridnih populacija kako je dobiveno istraţivanjem, hibridizacija je 
najvjerojatnije prisutna i danas.  
 Ĉini se da su svi navedeni hibridi nastali kao posljedica prirodnih okolnosti, a ne 
ljudskog utjecaja, pa se moţe reći da fenomen hibridizacije ima vaţnu ulogu u bioraznolikosti 
jadranskih Squalius vrsta. 
 
Taksonomski doprinos 
 Dobiveni rezultati i dalje upućuju na to da bi se sva taksonomska istraţivanja trebala 
temeljiti i na morfološkim i na molekularnim genskim biljezima. Morfološka determinacija 
ĉesto dovodi do nejasne taksonomije i ne prikazuje sve postojeće jedinice unutar istraţivanog 
roda, što je sluĉaj i kod jadranskih vrsta roda Squalius, s obzirom na mnoštvo razliĉitih vrsta 
koje su tijekom povijesti opisane za pojedine lokalitete. Iako su pojedine istarske jedinke 
genski odskakale unutar vrste S. squalus, ni jedan od istraţivanih genskih biljega nije ukazao 
na postojanje vrste S. janae kao zasebne taksonomske jedinice, kako su predloţili Bogutskaya 
i Zupanĉiĉ (2010.). Prema dobivenim podacima iz ovog istraţivanja proizlazi da vrsta S. 
janae nije validna vrsta pa se predlaţe da se taj naziv koristi kao mlaĊi sinonim vrste S. 
squalus. S druge strane, nekoliko se jedinki iz Trebišnjice i Ravnog polja razlikuje prema cyt 
b genu od vrste S. squalus s kojom ţive, te se izdvajaju u zasebnu filogenetiĉku liniju, dijeleći 
zajedniĉkog pretka s vrstom S. prespensis. Divergencija od sestrinske vrste S. prespensis 
dogodila se nedavno, što se zakljuĉuje usporedbom s drugim prikazanim divergencijama na 
stablu. Srodnost spomenutih haplotipova s grĉkim S. prespensis haplotipom, pa i izdvajanje u 
novu filogenetiĉku liniju, upućuje na potrebu revizije populacije iz Trebišnjice i Ravnog polja 
koja bi ukljuĉila i detaljnu analizu morfoloških karakteristika. Takvo je istraţivanje potrebno 
u svrhu otkrivanja identiteta genski udaljene jedinice na razini vrste ili ispod razine vrste, ne 
iskljuĉujući mogućnost introdukcije strane vrste u Trebišnjicu i Ravno polje koja bi 
potencijalno mogla biti i invazivna za autohtone vrste. Takvi su zakljuĉci veoma vaţni za 
donošenje adekvatnih mjera zaštite klenova povezanog sustava rijeka Neretve i Trebišnjice. 
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Rasprostranjenost Squalius vrsta u rijekama jadranskog slijeva 
Rezultati ovog istraţivanja mijenjaju općenito prihvaćeno saznanje o distribuciji nekih 
jadranskih vrsta klenova. Uzorci koji su pripadali vrsti S. zrmanjae pronaĊeni su u Zrmanji 
gdje je vrsta bila oĉekivana, te u Riĉici (lokalitet Lika) gdje do sada nikada nije bila 
zabiljeţena. Zbog toga se pretpostavlja da Riĉica nije dio prirodnog podruĉja 
rasprostranjenosti te vrste, koja je u liĉke predjele došla najvjerojatnije vodama kroz 
reverzibilnu hidroelektranu Orlovac koja odvodi vodu iz Zrmanje u Riĉicu. Jedini haplotip 
vrste S. zrmanjae iz Krke pronaĊen je u hibridne jedinke, morfološki prepoznate kao vrsta S. 
illyricus. 
Podruĉje rasprostranjenosti vrste S. illyricus obuhvaća sljevove rijeka Cetine i Krke u 
Hrvatskoj (Kottelat i Freyhof, 2007., Ćaleta i sur., 2015.), a postoje i stariji nalazi koji govore 
i o slijevu rijeke Soĉe (Heckel i Kner, 1858.). Prema analizama sekvenca cyt b gena ovim je 
istraţivanjem potvrĊeno obitavanje vrste S. illyricus u Krki i Cetini. IznenaĊujuće, tri su 
jedinke iz Boljunšćice kod analize cyt b gena posjedovale S. illyricus haplotip kojeg su dijelile 
sa sekvencama iz Cetine, Visovca i Zrmanje. Na ţalost, ni jedna sekvenca iz Boljunšćice nije 
bila dostupna za analizu jezgrinih gena. Do sada su jednom zabiljeţene jedinke iz Istre kao 
vrste S. zrmanjae ili S. illyricus (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 1999.), koje poslije Bogutskaya i 
Zupanĉiĉ ipak opisuju kao novu vrstu S. janae (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 2010., Zupanĉiĉ i 
sur., 2010a.), s distribucijom na podruĉju Dragonje, Boljunšćice i Pazinĉice. Posjedovanje S. 
illyricus haplotipa kod sekvenca iz Boljunšćice mogla bi biti genska retencija nekadašnje 
sjeverne filogenetiĉke linije vrste S. illyricus koja je davno, još pred više od 150 godina 
zabiljeţena u slijevu Soĉe (Heckel i Kner, 1858.). Prisutstvo S. illyricus u Istri, uz stariji nalaz 
iz Soĉe, upućuje na to da se nekada vrsta prostirala na širem podruĉju jadranskog slijeva na 
sjeveru, a areal joj se s vremenom oĉito smanjio, najvjerojatnije zbog znaĉajnog ljudskog 
utjecaja na ovom podruĉju. Osim navedenih rijeka, cyt b haplotip vrste S. illyricus (ILI1) 
pronaĊen je i u rijeci Zrmanji, najvjerojatnije kao posljedica prijašnjih hibridizacija.  
Dobiveni rezultati potvrĊuju obitavanje vrste S. microlepis u Prološkom blatu (Ćaleta i 
sur., 2015.), a oĉekivano je vrsta pronaĊena i u Vrljici jer se rijeka Vrljika nakon poniranja u 
Hrvatskoj ponovo pojavljuje kao rijeka Tihaljina u BiH, gdje je do sada i zabiljeţena (Kottelat 
i Freyhof, 2007.). Iako postoje zapisi o obitavanju ove vrste u Neretvi (Ćaleta i sur. 2015.), 
podaci iz ovog istraţivanja to ne potvrĊuju na većem broju istraţivanih uzoraka s tog 
lokaliteta. Ovim istraţivanjem nije obuhvaćen cjelokupni areal ove vrste pa bi za zakljuĉak o 
stvarnom rasprostranjenju vrste u daljnjim istraţivanjima trebalo obuhvatiti i ostala staništa u 
Hrvatskoj i BiH (Matica, Baćinska jezera, Tihaljina, Trebiţat).     
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Vrsta S. tenellus pronaĊena je jedino u Rudi, što je u skladu s dosadašnjim saznanjima 
(Ćaleta i sur., 2015.). Podruĉje rasprostranjenosti ove vrste inaĉe je veće i obuhvaća krška 
polja i jezera u BiH (Livanjsko polje, Buško blato i Mandeĉko jezero) koja nisu bila ukljuĉena 
u ovo istraţivanje, a koja bi ubuduće trebala biti uvrštena kako bi se dobio uvid u trenutno 
stanje areala ove vrste. 
Vrsta S. svallize dosad je pronaĊena u rijeci Ljutoj (Kosić, 1903.), u Istri (Leiner i sur., 
1995.), Neretvi, Hutovom blatu, Trebišnjici i Matici (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 1999., Ćaleta i 
sur., 2015.). Prema podacima iz ovog istraţivanja rasprostranjenost vrste S. svallize potvrĊena 
je u Neretvi, Trebišnjici i Hutovom blatu, dok je prema jezgrinim biljezima potvrĊeno 
obitavanje i u rijeci Ljutoj (hibridna populacija). U Neretvi i Hutovom blatu obitava jedino 
vrsta S. svallize, dok je na lokalitetima Trebišnjice i Ravnog polja, osim spomenute vrste, 
pronaĊena i vrsta S. squalus, uz još jedan takson ĉiji status treba potvrditi. Ovim istraţivanjem 
nije potvrĊeno obitavanje svalića u Krki, što je već i prije odbaĉeno (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 
1999.), iako je jedna jedinka iz Visovca koja je morfološki prepoznata kao vrsta S. squalus, 
što je potvrĊeno i prema cyt b genu, imala tipiĉan S. svallize haplotip jezgrinog gena za S7. 
Ovaj bi se rezultat trebao potvrditi na drugim jezgrinim biljezima za koje nije bilo dostupnih 
sekvenca, zbog mogućih pogrešaka u višestrukom sravnjivanju sekvenca introna za S7, nakon 
ĉega bi se donio valjan zakljuĉak. 
Geografska je rasprostranjenost, kao i taksonomski status vrste S. squalus predmetom 
mnogih rasprava. Ta je vrsta pokazala najveću geografsku rasprostranjenost u odnosu na sve 
ostale istraţivane vrste, s fragmentiranom distribucijom. Naime, vrsta je pronaĊena u svim 
istraţivanim istarskim rijekama (Dragonja, Pazinĉica, Mirna, Borutski potok, Raša i 
Boljunšćica prema mtDNA). U Krki je pronaĊena iskljuĉivo na podruĉju Visovca. Rezultati 
su u skladu s dosadašnjim podacima o rasprostranjenosti vrste od Istre do Krke (Freyhof, 
2013.). Osim u navedenim rijekama, haplotipovi vrste S. squalus pronaĊeni su i juţnije, na 
podruĉju Trebišnjice i Ravnog polja. Zanimljivo je napomenuti da vrsta nije pronaĊena u 
glavnim tokovima rijeka Krke i Neretve, već samo na lokalitetima Visovca, Trebišnjice i 
Ravnog polja.  
Od svih istraţivanih lokaliteta Trebišnjica (uz Ravno polje) predstavlja vrlo zanimljiv 
lokalitet jer u njemu koegzistiraju vrste S. svallize i S. squalus, uz koje se na temelju analize 
cyt b gena u S. cephalus grupi izdvojila i genski udaljena filogenetiĉka linija iz Trebišnjice i 
Ravnog polja, ĉiji taksonomski status treba potvrdu. Obitavanje triju genski udaljenih jedinica 
na istom podruĉju upućuje na potrebu ekološkog ispitivanja mehanizama koegzistencije triju 
taksona na jednom podruĉju, što je dovoljan razlog za trenutnu i efektivnu zaštitu podruĉja 
164 
 
Trebišnjice i Ravnog polja, a pogotovo zbog velikog ljudskog utjecaja zabiljeţenog na ovim 
lokalitetima (poljoprivreda), na koji su, kako se ĉini po dobivenim rezultatima, klenovi dosta 
osjetljivi.  
 
Genska raznolikost klenova jadranskog slijeva 
 Po svim istraţivanim genskim biljezima najveća je genska p-udaljenost oĉekivano 
zabiljeţena izmeĊu vrsta S. svallize i S. squalus, koje pripadaju razliĉitim velikim 
filogenetiĉkim grupama, što je u skladu s davnim vremenom divergencije njihovih predaka 
(22,48 mya). Davno vrijeme divergencije omogućilo je navedenim vrstama nakupljanje većeg 
broja razliĉitih mutacija u svojim sekvencama. Općenito, velika je genska p-udaljenost 
zabiljeţena izmeĊu vrste S. squalus iz S. cephalus grupe u odnosu na vrste iz mediteranske 
grupe. TakoĊer, nova filogenetiĉka linija iz Trebišnjice i Ravnog polja, koja se izdvojila samo 
prema cyt b genu, pokazuje velike genske udaljenosti u odnosu na vrste mediteranske grupe, 
dok je manja genska udaljenost zabiljeţena u odnosu na vrstu S. squalus. To je u skladu s 
kasnijom divergencijom taksona S. sp. TR/RA od glavne razvojne linije vrste S. squalus (3,68 
mya). Zanimljivo je istaknuti da je genska p-udaljenost manja izmeĊu S. sp. TR/RA i vrste S. 
prespensis, s kojom pokazuje veću srodnost u odnosu na ostale vrste u S. cephalus skupini. Za 
objašnjenje ovakvog rezultata potrebno je revidirati neimenovanu taksonomsku jedinicu kako 
bi se utvrdilo o kojoj se vrsti ili podvrsti (ili hibridu) toĉno radi jer postoji i mogućnost unosa 
alohtone vrste na tim podruĉjima. Najmanja je genska p-udaljenost zabiljeţena izmeĊu vrsta 
mediteranske grupe, S. microlepis i S. tenellus, što je u skladu s nedavnim vremenom 
divergencije tih dviju vrsta (1,37 mya). Unutar mediteranske grupe najveća je genska 
udaljenost zabiljeţena izmeĊu vrsta S. microlepis i S. svallize te S. microlepis i S. zrmanjae 
(podjednaka vrijednost od 4,9%). Naime, glavne razvojne linije navedenih vrsta divergirale su 
najranije, u odnosu na druge mediteranske vrste, oko 10,3 mya (13,03-8,01) pa je najveća 
udaljenost izmeĊu ovih vrsta u mediteranskoj grupi oĉekivana. Sliĉan je rezultat dobiven i 
izmeĊu vrste S. tenellus i sestrinskih vrsta S. svallize i S. zrmanjae zbog istih razloga. Ostale 
su vrste unutar mediteranske grupe pokazale manju gensku udaljenost, u skladu s kasnijim 
vremenima divergencije. 
Izraţene razlike u trenutnom obrascu DNA polimorfizama izmeĊu geografski bliskih i 
filogenetiĉki srodnih vrsta upućuju na razliĉite demografske prošlosti te istiĉu moguće 
razliĉite vjerojatnosti budućeg opstanka pojedinih vrsta. Rezultati dobiveni ovim 
istraţivanjem pokazali su da razina genskog polimorfizma, nuţnog za budući opstanak svake 
vrste, nije visoka ni u jedne istraţivane vrste. Do sada se smatralo da jadranske vrste roda 
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Squalius imaju visoku gensku raznolikost, ali to je zakljuĉeno na cjelokupnoj jadranskoj liniji 
vrsta roda Squalius kao istraţivanoj jedinici, pa je takav rezultat najvjerojatnije odraz 
dubokog strukturiranja unutar samog roda (Durand i sur., 1999.). Ovakav je rezultat 
neoĉekivan i zabrinjavajući, pogotovo iz razloga što je ovim istraţivanjem obuhvaćeno 
podruĉje juţne Dalmacije koje je inaĉe središte velike bioraznolikosti, s obzirom na povijesni 
refugijalni status u glacijalno doba i povoljne ekološke uvjete koji su omogućili nesmetan 
razvoj vrsta (Marjanac i Marjanac, 2004.). Naime, druge dalmatinske vrste šaranki s istih 
podruĉja (red Cypriniformes), kao što su vrste Telestes (Buj i sur., 2017.) i Cobitis (Buj i sur., 
2015b.), pokazuju veliku gensku raznolikost. S obzirom na iste ekološke uvjete u kojima 
navedene vrste ţive, drugaĉija situacija kod klenova moţe upućivati na njihovu veću 
osjetljivost na ljudske utjecaje izraţene na ovom podruĉju. Bez obzira na to što se genska 
raznolikost trenutno ne uzima u obzir prilikom donošenja konzervacijskih strategija, dobiveni 
su rezultati za pojedine vrste zabrinjavajući pa bi se trebali uzeti u obzir prilikom donošenja 
akcijskih planova zaštite.  
Ni za jedan istraţivani gen nije primijećena velika raznolikost haplotipova. Iako je 
predstavljena s malim brojem sekvenca, najveća je raznolikost cyt b haplotipova uz veliku 
nukleotidnu raznolikost zabiljeţena za vrstu S. microlepis iz Prološkog blata i Vrljike. Budući 
da je na MJ filogenetiĉkoj mreţi primijećeno odvajanje jedne grane iz Prološkog blata od 
ostalih grana iz Vrljike, s najmanje ĉetiri mutacijska dogaĊaja razlike (više nego u drugih 
istraţivanih vrsta), velika bi raznolikost haplotipova mogla biti rezultat strukturiranja unutar 
vrste. Naime, jedan su haplotip dijelile sekvence iz Vrljike i Prološkog blata, ali su druga dva 
pronaĊena iskljuĉivo na jednom od tih dvaju lokaliteta. Unutarvrsna p-udaljenost za vrstu S. 
microlepis nije bila velika, ali je dovoljna da potvrdi postojanje razlika unutar vrste. Mali broj 
istraţivanih S. microlepis sekvenca mogao je utjecati na dobiveni rezultat pa bi se za 
donošenje bilo kakvih zakljuĉaka trebalo ponoviti istraţivanje na većem broju uzoraka. 
Moguće je da vrsta S. microlepis obuhvaća dvije evolucijski znaĉajne jedinice, što zahtijeva 
daljnja istraţivanja, pogotovo na ostatku areala vrste u krškim rijekama BiH. 
Unutar istraţivanih vrsta najveća je genska p-udaljenost zabiljeţena unutar vrste S. 
squalus za sve istraţivane gene, što se moţe objasniti njezinom širokom i fragmentiranom 
geografskom distribucijom (Istra, Visovac-Krka, juţna Dalmacija i Hercegovina). Iako je 
najveća zabiljeţena, genska je udaljenost unutar te vrste manja od oĉekivane. Sliĉna je 
situacija zabiljeţena kod raznolikosti haplotipova, gdje je uoĉena umjerena raznolikost cyt b, 
rhod i rag1 haplotipova vrste S. squalus. Umjerena genska raznolikost vjerojatno je rezultat 
trenutnog raspodjeljivanja i strukturiranja unutar vrste. Najveća raznolikost haplotipova 
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pronaĊena je kod populacije vrste S. squalus iz Dragonje, dok je populacija iz Pazinĉice (i 
Borutskog potoka) sadrţavala samo jedan haplotip na dovoljnom broju analiziranih sekvenca 
(17 sekvenca). Budući da je u rijeci Pazinĉici prisutan povećan antropološki utjecaj u vidu 
kemijskog zagaĊenja te ureĊivanja korita radi poljoprivrede, genska se istovjetnost ove 
populacije povezuje s pojaĉanim antropogenim utjecajem. Ovakav rezultat upućuje na to da bi 
navedenu populaciju zajedno s njezinim staništem trebalo uvrstiti u buduće konzervacijske 
planove. Svi testovi genske diferencijacije prema cyt b genu pokazali su veliku razliĉitost 
izmeĊu populacije iz Boljunšćice i populacija ostalih istarskih rijeka (gdje je Snn vrijednost 
iznosila jedan). Izuzetak je populacija iz Raše koja se ne razlikuje od populacije iz 
Boljunšćice po niti jednom testu (Snn=0,73). Ovakav se rezultat moţe objasniti izoliranošću 
istarskih rijeka i nekadašnjim utjecanjem Boljunšćice u Rašu (Boţiĉević, 2005.). Najveća je 
genska razlika izmeĊu cyt b sekvenca prema fiksacijskom indeksu (i prema testovima genske 
diferencijacije gdje je izraĉunata treća razina st. znaĉajnosti za sve testove) zabiljeţena 
izmeĊu S. squalus populacija iz Boljunšćice i Pazinĉice (FST=0,95), što ukazuje na to da te 
dvije populacije najvjerojatnije nisu potekle od zajedniĉkog pretka i da su kolonizirale svoja 
staništa neovisno jedna o drugoj. Populacije iz Dragonje i Pazinĉice te Raše i Pazinĉice 
meĊusobno su pokazivale manje statistiĉki znaĉajnu diferencijaciju, dok se populacije iz 
Raše, Dragonje i Mirne meĊusobno ne razlikuju. IzmeĊu istarskih populacija zabiljeţen je 
mali protok cyt b gena iz Mirne u Pazinĉicu prema svim napravljenim testovima, dok je 
prema rag1 genu zabiljeţen puno veći protok izmeĊu navedenih populacija ( STNNm =30; 
STFNm =30). Budući da su ove dvije rijeke izolirane, ovakav je rezultat vjerojatno dobiven 
zbog velike genske sliĉnosti dviju populacija koje su nekoć ĉinile jednu populaciju. Izrazito 
velik protok cyt b gena ( STNNm =-638,5) zabiljeţen je izmeĊu populacija iz Pazinĉice i Raše, 
koje ne pokazuju nikakvu gensku razliku prema FST indeksu, no to nije potvrĊeno ostalim 
testovima. Na takav rezultat vjerojatno je utjecao mali broj analiziranih uzoraka iz Raše koji 
su pokazali veliku raznolikost haplotipova. Istraţivanje bi trebalo ponoviti na većem broju 
uzoraka i genskih biljega jer za ovo istraţivanje nije bilo dostupnih sekvenca jezgrinih gena iz 
Raše. U daljnjim bi istraţivanjima trebalo obuhvatiti i talijanske populacije kako bi se 
ustanovila stvarna raznolikost vrste kroz cijelo sjeverno podruĉje rasprostranjenosti. Juţne 
populacije vrste S. squalus iz Visovca (Krka), Trebišnjice i Ravnog polja pokazuju umjerenu 
raznolikost haplotipova. IzmeĊu populacija iz Ljute i Trebišnjice te Trebišnjice i Ravnog polja 
nije zabiljeţena znaĉajna genska diferencijacija. To potvrĊuje i velika sliĉnost populacija iz 
Trebišnjice i Ravnog polja (FST=0). IzmeĊu lokaliteta Trebišnjice i Ravnog polja zabiljeţen je 
mali protok gena prema sekvencama cyt b gena, dok je rag1 gen pokazao puno veći protok 
167 
 
gena. Razlika izmeĊu mitohondrijskog i jezgrinog protoka gena najvjerojatnije je vezana uz 
specifiĉnost i razliĉitost istraţivanih lokusa, odnosno uz manje prosjeĉno vrijeme 
koalescencije i iskljuĉivo maternalno nasljeĊivanje mtDNA (Zou i sur., 2013.). Zanimljivo je 
istaknuti da populacija iz Krke nije pokazala razlike u odnosu na populaciju iz Raše ni po 
jednom testu. To ukazuje na zajedniĉko porijeklo i nekadašnju pripadnost jednoj populaciji, 
nakon ĉega je najvjerojatnije došlo do fragmentacije staništa uslijed podizanja morske razine 
u holocenu. Tako je, na primjer, dokazana i periodiĉna povezanost talijanske rijeke Po i 
Zrmanje tijekom glacijacija kada je razina morske vode bila puno niţa nego danas (Surić i 
Juraĉić, 2010.).  
Niska raznolikost haplotipova vrste S. svallize zabiljeţena je kod svih analiziranih 
gena. Naime, 22 istraţivane cyt b sekvence ove vrste posjeduju pet haplotipova, dok 53 
analizirane rhod sekvence posjeduju samo dva haplotipa, a kod brţe evoluirajućeg rag1 gena 
27 analiziranih sekvenca posjeduje samo ĉetiri haplotipa s niskom raznolikosti. Tako niska 
genska raznolikost nije oĉekivana za stariju vrstu kakva je S. svallize, koja je duţe vrijeme 
prisutna na ovim prostorima, pa je ovakav rezultat vrlo zabrinjavajući. S obzirom na to da je 
ova vrsta lokalizirana na podruĉju juţne Dalmacije koja je u doba glacijacija predstavljala 
refugij sa stabilnim ekološkim uvjetima (Marjanac i Marjanac, 2004.), što je omogućilo 
nesmetan razvoj juţnih populacija (Buj i sur., 2015a.), oĉekivala se veća raznolikost klenova s 
tog podruĉja. Do male genske raznolikosti mogao je dovesti znaĉajan ljudski utjecaj na 
podruĉju rasprostranjenja vrste. Kod drugih vrsta riba s istog podruĉja, poput Cobitis 
narentana Karaman, 1928, primijećena je puno veća genska raznolikost (Buj i sur., 2015b.), 
što ponovo potvrĊuje veću osjetljivost klenova na antropološke utjecaje koji su vezani za 
poljoprivredni kraj okolice Neretve i Trebišnjice (zagaĊenja pesticidima, regulacija rijeka i 
melioracije) u odnosu na druge vrste riba. S obzirom na smanjenu gensku raznolikost i manje 
podruĉje rasprostranjenosti, procjena ugroţenosti za vrstu S. svallize, koja trenutno nosi status 
osjetljive vrste, trebala bi se ponovo revidirati uzimajući u obzir i dobivenu procjenu niske 
genske raznolikosti. Populacija vrste S. svallize iz neretvanskog slijeva pokazuje malu 
raznolikost haplotipova svih ispitivanih gena (cyt b: rhod:rag1=0,386 vs.0,480 vs. 0,385), dok 
populacija iz Ljute pokazuje još i manju raznolikost (0,228 vs. 0,442 vs. 0). Osim toga, 
izmeĊu S. svallize populacija iz Neretve i Trebišnjice po cyt b i rhod genu zabiljeţen je veći 
protok gena u oba smjera, uz vrlo mali zabiljeţeni koeficijent genske diferencijacije te niski 
fiksacijski indeks, što potvrĊuje veliku sliĉnost meĊu populacijama (sliĉne frekvencije alela 
unutar populacija). Gen za aktivaciju rekombinacije pak upućuje na vrlo mali protok gena bez 
genskog razlikovanja populacija, te je razlika u rezultatima izmeĊu genskih biljega vjerojatno 
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rezultat specifiĉnosti ispitivanog lokusa. Budući da ovim istraţivanjem nije obuhvaćen cijeli 
areal vrste, potrebno je ustanoviti cjelokupni areal vrste u Baćinskim jezerima i jezerima 
pored Vrgorca te u rijekama Rami i Buni u BiH. Malu gensku raznolikost vrste S. svallize 
trebalo bi uzeti u obzir kod procjene o daljnjim ljudskim aktivnostima na tim staništima.  
Kod vrste S. illyricus zabiljeţena je umjerena raznolikost cyt b haplotipova, dok je kod 
rag1 gena prisutan samo jedan haplotip. S obzirom na duţe postojanje vrste (od prije 3,87 
mya) i široku geografsku rasprostranjenost, za ovu se vrstu takoĊer oĉekivala puno veća 
unutarvrsna genska p-udaljenost. To je neoĉekivano niska raznolikost koja upućuje na hitno 
donošenje konzervacijskih planova za tu vrstu. Bez obzira na širu geografsku 
rasprostranjenost, unutarvrsno geografsko strukturiranje nije primijećeno pa se ovakav nalaz 
pripisuje ljudskom utjecaju, sliĉno kao i kod vrste S. svallize. UsporeĊujući drugu ciprinidnu 
vrstu C. dalmatina Karaman, 1928 s podruĉja Cetine koja je pokazala veliku raznolikost cyt b 
haplotipova (Buj i sur., 2015b.), manja raznolikost klenova potvrĊuje veću osjetljivost 
klenova na antropogene utjecaje u odnosu na druge vrste. Populacija iz Krke pokazuje duplo 
niţu raznolikost cyt b haplotipa u odnosu na populaciju iz Cetine (0,473 vs. 0,821), dok 
populacije S. illyricus iz Boljunšćice i Zrmanje posjeduju samo jedan cyt b haplotip (3 i 4 
sekvence). Do niske raznolikosti vjerojatno je doveo antropološki utjecaj na rijeci Krki 
(hidroelektrane). Genska je razliĉitost izmeĊu populacija iz Cetine i Krke potvrĊena i prema 
svim testovima genske diferencijacije (svi su testovi s najvećom razinom statistiĉke 
znaĉajnosti, osim χ2 testa gdje je uoĉena druga razina statistiĉke znaĉajnosti). Manja je 
genska diferencijacija uoĉena i izmeĊu populacija Krke i Zrmanje te Krke i Boljunšćice, što je 
potvrĊeno i velikim fiksacijskim indeksom (FSTcytb=0,83). Nasuprot tome, populacije iz Cetine 
i Zrmanje ne razlikuju se statistiĉki ni za jedan izraĉunati test genske diferencijacije, što 
potvrĊuje i niski fiksacijski indeks (FSTcytb=0,19). Zanimljivo je napomenuti da S. illyricus 
sekvence iz Boljunšćice koje se razlikuju od populacija iz Zrmanje i Krke, znaĉajno ne 
razlikuju od populacije iz Cetine ni prema jednom parametru. To upućuje na nekadašnju 
povezanost tih staništa putem kojih su populacije najvjerojatnije širile svoj areal prema jugu, 
što su mogući ostaci sjeverne razvojne linije vrste S. illyricus iz Soĉe (Bogutskaya i Zupanĉiĉ, 
1999.).  
Mala raznolikost haplotipova, uz najmanju izraĉunatu nukleotidnu raznolikost i 
najmanju unutarvrsnu p-udaljenost, zabiljeţena je za vrstu S. zrmanjae. Bez obzira na mali 
broj istraţivanih sekvenca, malo podruĉje rasprostranjenosti i niska genska raznolikost 
upućuju na hitnu potrebu donošenja konzervacijskog plana za tu vrstu.  
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Osim toga, najmanja je genska p-udaljenost gena za citokrom b zabiljeţena i unutar 
izdvojene filogenetiĉke linije iz Trebišnjice i Ravnog polja, ĉime se potvrĊuje potreba hitnog 
donošenja konzervacijskih planova za lokalitet Trebišnjice u kojem je naĊena većina 
odgovarajućih sekvenca. 
Kako bi se procijenilo stvarno stanje vrste S. tenellus, trebalo bi ponoviti istraţivanje 
na većem broju uzoraka i obuhvatiti cjelokupno podruĉje rasprostranjenosti, ukljuĉujući 
lokalitete u BiH. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
170 
 
6. ZAKLJUĈCI 
 Filogenetiĉka rekonstrukcija pokazala je da vrste roda Squalius iz rijeka 
jadranskog slijeva Hrvatske i BiH pripadaju dvjema nezavisnim i genetiĉki 
udaljenim filogenetiĉkim grupama, mediteranskoj i S. cephalus grupi, što 
upućuje na parafiletiĉko porijeklo jadranskih klenova.  
 Kolonizacija klenova prema jadranskom se slijevu dogaĊala u najmanje dva 
navrata s predstavnicima razliĉitih Squalius linija, ĉime je potvrĊena postupna 
kolonizacija mediteranskog podruĉja.  
 Analiza mitohondrijskog cyt b gena pokazala je razdvajanje roda Squalius na 
sedam linija u podruĉju jadranskog slijeva. Ni jednom analizom filogenetiĉkih 
metoda nije potvrĊeno izdvajanje haplotipa iz Istre koji bi odgovarao 
evolucijskoj liniji istarskog klena (S. janae), pa se predlaţe da se taj naziv 
koristi kao mlaĊi sinonim vrste S. squalus. 
 Unutar mediteranske grupe izdvajaju se dalmatinske vrste - S. illyricus, S. 
microlepis, S. svallize, S zrmanjae i S. tenellus. Monofiletiĉkog su porijekla 
tako da trenutna taksonomija unutar ove grupe odgovara molekularnim 
podacima. Primijećeno je geografsko strukturiranje grupe na talijansko-
jadransku, pirenejsku i grĉku podgrupu. 
 Unutar S. cephalus grupe izdvojili su se istarski i juţnodalmatinski haplotipovi 
vrste S. squalus. Osim toga, u ovoj se grupi prema cyt b genu izdvojila zasebna 
filogenetiĉka linija iz Trebišnjice i Ravnog polja, ĉiji taksonomski status treba 
potvrdu. Odnosi unutar ove grupe vrlo su sloţeni, s parafiletiĉkim odnosima 
vrsta S. squalus, S. cephalus, S. peloponensis i S. lepidus, zbog ĉega je 
potrebna sistematska revizija grupe. Nerazriješena taksonomija, kriva 
identifikacija uzoraka i hibridizacija razlog su nerazriješenih odnosa pa bi se u 
daljnjim istraţivanjima trebao obuhvatiti veći broj vrsta i genskih biljega. U S. 
cephalus grupi nije primijećeno geografsko strukturiranje haplotipova. 
 Dobiveni podaci potvrĊuju hipotezu postupne kolonizacije mediteranskog 
podruĉja predstavnicima Squalius vrsta. Divergencija dviju velikih 
filogenetiĉkih grupa, mediteranske i S. cephalus grupe, zapoĉela je na prijelazu 
oligocena u miocen. Budući da nema dokaza o geodinamici iz tog vremena, 
vjeruje se da je krški reljef ubrzao geografsku izolaciju i specijaciju. 
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 Divergencija jadranskih vrsta od španjolskih, talijanskih i grĉkih zapoĉela je u 
gornjem miocenu, na što je utjecalo uzdizanje planinskih lanaca Pireneja i 
Alpi. Na balkanskom je podruĉju, s naglaskom na dalmatinsko podruĉje, tada 
postojao dinarski jezerski sustav, ĉija je fragmentacija i nestanak utjecala na 
izolaciju jadranskih vrsta i posljediĉnu specijaciju. Zajedniĉki je predak 
izmeĊu jadranskih vrsta i talijanske vrste S. lucumonis postojao puno prije 
mesinske krize saliniteta u gornjem miocenu pa se hipoteza o naglom širenju 
klenova na mediteransko podruĉje zbog navedenog dogaĊaja ĉini manje 
vjerojatnom. U gornjem se miocenu razdvojila i glavna razvojna linija vrste S. 
squalus od grĉke vrste S. peloponensis. U srednjem miocenu zapoĉinje 
divergencija vrsta unutar S. cephalus grupe. Mesinska kriza saliniteta utjecala 
je na razdvajanje vrsta S. tenellus/S. microlepis od talijanske vrste S. 
lucumonis. Povećanje vlaţnosti u mediteranskoj regiji u razdoblju pliocena 
utjecalo je na formiranje novih vodenih staništa i diverzifikaciju vrsta S. 
svallize/S. zrmanjae od vrste S. illyricus. U istom je periodu zabiljeţeno 
izdvajanje nove filogenetiĉke linije iz Trebišnjice i Ravnog polja od glavne 
razvojne linije vrste S. squalus. U pleistocenu se razdvajaju vrste S. microlepis 
i S. tenellus te se novoizdvojena filogenetiĉka linija iz Trebišnjice i Ravnog 
polja odvaja od sestrinske, grĉke vrste S. prespensis, što se povezuje s 
intenzivnom geološkom aktivnosti tog podruĉja. Pleistocenske su glacijacije 
najvjerojatnije utjecale na današnju distribuciju vrsta roda Squalius.  
 Najstarija je jadranska vrsta S. illyricus, dok je najmlaĊa nova filogenetiĉka 
linija iz Trebišnjice i Ravnog polja, ĉiji status treba potvrditi. 
 Alopatrijska specijacija uzrokovana dugotrajnom izolacijom glavna je sila 
diverzifikacije jadranskih vrsta Squalius. Na trenutne filogenetiĉke odnose i 
distribuciju jadranskih klenova manji je utjecaj imala i zabiljeţena pojava 
hibridizacije. S obzirom na to da su svi pronaĊeni hibridi prirodnog porijekla, 
proces hibridizacije ima vaţnu ulogu u bioraznolikosti jadranskih vrsta 
Squalius. 
 Ostaci nekadašnjih hibridizacijskih dogaĊaja zabiljeţeni su u mtDNA cijele 
populacije vrste S. svallize iz Ljute, gdje su sve sekvence cyt b gena 
posjedovale S. squalus haplotip. Jedna je jedinka iz Zrmanje posjedovala 
172 
 
haplotip vrste S. illyricus, koja više ne ţivi na tom podruĉju te je introgresija 
mtDNA rezultat prijašnjih hibridizacija. 
 Hibridi vrsta S. zrmanjae i S. illyricus zabiljeţeni su u rijeci Krki u kojoj ţive 
obje navedene vrste pa se hibridizacija dogaĊa i danas. Hibridne jedinke 
izmeĊu vrste S. svallize i S. squalus zabiljeţene su u Trebišnjici i Ravnom 
polju, gdje je hibridizacija prisutna i danas. 
 Vrsta S. squalus pokazuje najveću geografsku rasprostranjenost u odnosu na 
druge ispitivane vrste. Distribucija je vrste fragmentirana, a jedinke su 
pronaĊene u svim istarskim rijekama, na lokalitetu Visovca (Krka) te 
Trebišnjice i Ravnog polja (neretvanski slijev). Vrsta nije pronaĊena u glavnim 
tokovima rijeke Krke i Neretve.  
 U Zrmanji ţivi vrsta S. zrmanjae, koja je po prvi put pronaĊena i u rijeci Riĉici. 
Smatra se da Riĉica nije dio prirodnog rasprostranjenja vrste i da je u nju vrsta 
najvjerojatnije došla odvodnjom vode iz Zrmanje u Riĉicu kroz reverzibilnu 
hidroelektranu Orlovac. 
 Vrsta S. illyricus obitava u rijekama Cetini i Krki. Mitohondrijski je haplotip 
ilirskog klena pronaĊen i u Boljunšćici, najvjerojatnije kao retencija 
nekadašnje sjeverne linije koja je pred stotinjak godina zabiljeţena u slijevu 
Soĉe. Ovakav rezultat upućuje na nekadašnji veći areal vrste koji je smanjen 
zbog znaĉajnog ljudskog utjecaja u ovim predjelima.  
 Vrsta S. microlepis obitava na podruĉju Prološkog blata i Vrljike, dok u 
Neretvi nije pronaĊena. Budući da je u istraţivanje ukljuĉen mali broj uzoraka i 
nepotpuno obuhvaćen areal, za donošenje zakljuĉaka o rasprostranjenosti vrste 
potrebno je s većim brojem uzoraka obuhvatiti i rijeke Maticu, Tihaljinu, 
Trebiţat i Baćinska jezera. 
 Vrsta S. tenellus u Hrvatskoj je pronaĊena na podruĉju Rude. Kako bi se dobio 
uvid o stvarnom stanju rasprostranjenosti, potrebno je obuhvatiti lokalitete 
Mandeĉkog jezera, Buškog blata i Livanjskog polja u BiH.  
 Vrsta S. svallize obitava u Neretvi, Trebišnjici, Ravnom polju, Hutovom blatu i 
Ljuti (hibridna populacija). Dok je u Neretvi i Hutovom blatu jedina vrsta, u 
Trebišnjici i Ravnom polju koegzistira s vrstom S. squalus i s nepoznatom 
linijom koja se izdvojila prema mtDNA. Obitavanje triju razliĉitih linija na 
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jednom podruĉju dovoljan je razlog za hitnu i efektivnu konzervaciju tog 
podruĉja.  
 Podaci o distribuciji vrsta upućuju na veliku ulogu alopatrijske fragmentacije 
koja je dovela do ograniĉenih ţivotnih podruĉja i visoke razine endemizma u 
mediteranskoj grupi.  
 Izraĉunata genska udaljenost izmeĊu vrsta odgovarala je vremenima 
diveregencije odgovarajućih vrsta. Najveća je genska p-udaljenost pronaĊena 
izmeĊu vrsta S. svallize i S. squalus te, općenito, izmeĊu vrsta razliĉitih velikih 
filogenetiĉkih grupa. Najmanja je genska p-udaljenost zabiljeţena izmeĊu vrsta 
S. microlepis i S. tenellus. 
 Istraţivanje DNA polimorfizma, potrebnog za budućnost opstanka svake vrste, 
pokazalo je da ni jedna vrsta jadranskog slijeva nema veliku gensku 
raznolikost. 
 Najveća je unutarvrsna genska p-udaljenost zabiljeţena za vrstu S. squalus, što 
je i oĉekivano, s obzirom na široku geografsku rasprostranjenost ĉija je 
vrijednost manja od oĉekivane. Umjerena genska raznolikost rezultat je 
trenutnog raspodjeljivanja i strukturiranja unutar vrste. Jedinke populacije iz 
Pazinĉice ne pokazuju nikakvu gensku raznolikost, što je moguć pokazatelj 
preosjetljivosti klenova na antropogeni utjecaj. Populaciju iz Pazinĉice trebalo 
bi uzeti u obzir prilikom donošenja konzervacijskih planova za vrstu i lokalitet. 
Populacija iz Krke ne razlikuje se od populacije iz Raše, što upućuje na 
nekadašnji veći kontinuirani areal vrste koji je s vremenom rascjepkan.  
 Umjerena raznolikost haplotipova i niska genska p-udaljenost unutar vrste S. 
illyricus zabrinjavajući je rezultat s obzirom na starije porijeklo vrste i širu 
geografsku rasprostranjenost. Populacija iz Krke pokazala je manju gensku 
raznolikost u odnosu na populaciju iz Cetine. Ovakav je rezultat najvjerojatnije 
posljedica ljudskog utjecaja pa je potrebno hitno donošenje akcijskih planova 
za ovu vrstu. 
 Niska genska raznolikost vrste S. svallize, koja je dugo prisutna na ovim 
prostorima, neoĉekivana je i upozoravajuća, a najvjerojatnije je povezana s 
antropološkim aktivnostima koje su u neretvanskom slijevu ostavile velik trag. 
Procjenu rizika od izumiranja potrebno je revidirati za tu vrstu, imajući pri tom 
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na umu izuzetno malu gensku raznolikost koju bi trebalo uzeti u obzir prilikom 
procjene za daljnje ljudske aktivnosti na tom podruĉju.  
 Za vrste S. zrmanjae i S. microlepis unutarvrsni se genski polimorfizam 
izraĉunao na malom broju sekvenca pa ih je potrebno potvrditi na većem broju 
jedinki, dok se za vrstu S. tenellus, predstavljenu samo s jednom jedinkom, nije 
mogao uopće izraĉunati. S obzirom na malu rasprostranjenost ovih vrsta te 
malu raznolikost dobivenu za vrstu S. zrmanjae, potrebno je donošenje hitnih 
konzervacijskih mjera, pogotovo za vrste S. tenellus i S. zrmanjae. 
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